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DESCRIPCIÓN 

Mutantes de FAD-2 y plantas con alto contenido de ácido oleico  

Campo de la invención 

La presente invención se refiere a plantas, semillas y productos derivados de las mismas, en particular a plantas de 
Brassica, productos de semillas derivadas de las mismas, que tienen secuencias mutantes que confieren un alto 5 

perfil de ácido oleico al aceite de semilla. 

Más particularmente, la presente invención se refiere a secuencias mutantes de ácido graso delta-12 desaturasa, 
también denominadas aquí como secuencias de FAD2, en tales plantas que confieren un alto perfil de ácido oleico 
sobre el aceite de semilla.  

Antecedentes 10 

La Delta-12 de ácido graso desaturasa (también conocida como desaturasa oleica u oleato desaturasa) está 
involucrada en la conversión enzimática de ácido oleico en ácido linoleico. 

Las variedades con alto nivel de ácido oleico (posiblemente combinado con bajo nivel de ácido linolénico) se buscan 
para muchas aplicaciones diferentes (aplicaciones de alimentos, aplicaciones de salud, aplicaciones de biodiesel y 
muchas otras). 15 

Las semillas mutantes que proveen un aceite que presentaba un alto contenido de ácido oleico (contenido de ácido 
oleico mayor que 70% en peso con base en el peso total de ácidos grasos presentes en el aceite) previamente 
descritas en la literatura tenían un valor agronómico muy pobre y/o tenían malas características de raíz, y/o una 
capacidad de rendimiento muy baja, véase, por ejemplo, el documento WO98/56239. 

Todavía existe la necesidad por material que tenga un alto contenido estable de ácido oleico (posiblemente 20 

combinado con un bajo contenido estable de ácido linolénico) a lo largo de los lugares y a lo largo de los años, con 
también buenos rendimientos agronómicos y con morfología de semilla oleaginosa de colza normal. En particular, 
las plantas no deben tener fasciación y deben tener un desarrollo normal de las raíces.  

Resumen de la invención 

El asunto objeto de la presente invención se muestra en las reivindicaciones. 25 

Una molécula de ácido nucleico preferida de la invención comprende (o consiste de) un ácido nucleico de SEQ ID 
NO 1, 5, 11 o 12, su forma complementaria o su forma de ARN. 

Una molécula de ácido nucleico de la invención puede comprender o consistir de una secuencia de nucleótidos que 
tiene al menos 80%, preferiblemente al menos 85%, más preferiblemente al menos 90% e incluso más 
preferiblemente al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad con SEQ ID NO 1 o 11, o con la forma 30 

complementaria o forma de ARN del mismo, que codifica una proteína FAD2 que tiene una sustitución de 
aminoácidos en la posición 108 con respecto a una proteína FAD2 de tipo silvestre. 

Una molécula de ácido nucleico de la invención puede comprender o consistir de una secuencia de nucleótidos que 
tiene al menos 80%, preferiblemente al menos 85%, más preferiblemente al menos 90% e incluso más 
preferiblemente al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad con SEQ ID NO 5 o 12, o con la forma 35 

complementaria o forma de ARN del mismo, que codifica una proteína FAD2 que tiene una sustitución de 
aminoácidos en la posición 118 con respecto a una proteína FAD2 de tipo silvestre. 

Más particularmente, dicha proteína FAD2 de tipo silvestre comprende (o consiste de) una secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO 4 u 8. 

También es objeto de la presente invención un fragmento de al menos 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 100 o más 40 

nucleótidos de una molécula de ácido nucleico de acuerdo con la invención, comprendiendo dicho fragmento el 
codón mutado que corresponde a dicha sustitución de aminoácido en la posición 108 y/o codón mutado que 
corresponde a dicha sustitución de aminoácidos en la posición 118. 

Dichos fragmentos se pueden usar como cebadores, sondas y/o marcadores seleccionables. 

Una proteína FAD2 preferida de la invención comprende (o consiste de) una secuencia de aminoácidos de la SEQ 45 

ID NO 2 o 6. 
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Otro objeto de la presente invención es un vector que comprende una molécula de ácido nucleico que codifica una 
proteína FAD2 mutante de acuerdo con la invención. 

Otro objeto de la presente invención es una célula huésped que comprende un vector de la invención y/o una 
secuencia de ácidos nucleicos que codifica una proteína FAD2 mutante de acuerdo con la invención. 

Otro objeto de la presente invención es una planta transformada de forma estable con un vector de la invención. 5 

Una planta que se va a transformar puede seleccionarse del grupo que consiste de cultivos productores de aceite, 
más particularmente, de girasol, soja, algodón, maíz y/o semillas de colza. 

Otro objeto de la presente invención es una planta o una parte de planta o una semilla que contiene una secuencia 
de nucleótidos que codifica una proteína FAD-2 que tiene una sustitución de aminoácidos en o que corresponde a la 
posición 108 con respecto a una proteína FAD-2 de tipo silvestre. 10 

Más en particular, una planta o una parte de planta o una semilla de acuerdo con la invención contiene (o expresa) 
una proteína FAD-2 que tiene una sustitución de aminoácidos en o que corresponde a la posición 108 con respecto 
a una proteína FAD-2 de tipo silvestre. 

Otro objeto de la presente invención es una planta o una parte de planta o una semilla que contiene una secuencia 
de nucleótidos que codifica una proteína FAD-2 que tiene una sustitución de aminoácidos en o que corresponde a la 15 

posición 118 con respecto a una proteína FAD-2 de tipo silvestre. 

Más particularmente, una planta o una parte de planta o una semilla de acuerdo con la invención contiene (o 
expresa) una proteína FAD-2 que tiene una sustitución de aminoácidos en o que corresponde a la posición 118 con 
respecto a una proteína FAD-2 de tipo silvestre. 

Otro objeto de la presente invención es una planta o una parte de planta o una semilla que contiene una secuencia 20 

de nucleótidos que codifica una proteína FAD-2 que tiene una sustitución de aminoácidos en o que corresponde a la 
posición 108 y una sustitución de aminoácidos en o que corresponde a la posición 118 con respecto a una proteína 
FAD-2 de tipo silvestre. 

Más particularmente, una planta o una parte de planta o una semilla de acuerdo con la invención contiene (o 
expresa) una proteína FAD-2 que tiene una sustitución de aminoácidos en o que corresponde a 108 y una 25 

sustitución de aminoácidos en o que corresponde a la posición 118 con respecto a una proteína FAD-2 de tipo 
silvestre. 

Otro objeto de la presente invención es una planta o una parte de planta o una semilla que contiene una primera 
secuencia de nucleótidos que codifica una proteína FAD-2 que tiene una sustitución de aminoácidos en o que 
corresponde a la posición 108 y una segunda secuencia de nucleótidos que codifica una proteína FAD-2 que tiene 30 

una sustitución de aminoácidos en o que corresponde a la posición 118 con respecto a una proteína FAD-2 de tipo 
silvestre. 

Más particularmente, una planta o una parte de planta o una semilla de acuerdo con la invención contiene (o 
expresa) dos proteínas FAD-2, una que tiene una sustitución de aminoácidos en o que corresponde a 108 y la otra 
que tiene una sustitución de aminoácidos en o que corresponde a la posición 118 en relación con una proteína FAD-35 

2 de tipo silvestre. 

Preferiblemente, dicho aminoácido sustituido en o que corresponde a la posición 108 es ácido aspártico (que 
reemplaza una Glicina en una proteína FAD2 de tipo silvestre). 

El aceite vegetal obtenido a partir de semillas de la presente invención comprende más de (aproximadamente) 72%, 
75%, 80% u 85% de ácido oleico con base en el peso total de los ácidos grasos presentes en el aceite de colza. 40 

Preferiblemente, dicho aceite comprende además menos de (aproximadamente) 4%, 3.5%, 3%, 2%, 1% o 0.5% de 
ácido linolénico. 

Los productos de la invención se pueden aplicar a productos alimenticios o de pienso que contienen y/o se preparan 
con una planta, una parte de planta, una semilla y/o un aceite vegetal como se ha descrito anteriormente. 

Breve descripción de la figura 45 

La figura 1 corresponde a la lista de secuencias de la presente invención. 

Descripción detallada de la invención 
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Las plantas de la presente invención, más particularmente las plantas de Brassica, preferiblemente las variedades 
de Brassica napus, proveen un aceite que tiene un contenido de ácido oleico superior al 70% en peso, con base en 
el peso total de ácidos grasos presentes en el aceite. 

En el contexto de la presente invención, una parte o producto de una planta pretende abarcar una hoja, cotiledón, 
vástago, pecíolo, tallo, semilla o cualquier otro tejido o fragmento de tejido de dicha planta. 5 

En el contexto de la presente invención, el término “progenie” se refiere a descendientes directos e indirectos, 
genotipia y derivados de una planta o plantas de la invención e incluye la primera, segunda, tercera y/o 
generaciones subsecuentes, que pueden producirse por autocruce, cruce con plantas con el mismo o diferentes 
genotipos, y pueden ser modificados por rango de técnicas de ingeniería genética adecuadas. 

En particular, la invención se basa en novedosas moléculas de ácido nucleico aisladas que codifican novedosas 10 

formas variantes de proteína FAD2 que tienen un aminoácido sustituido en la posición 108 (o que corresponde a la 
posición 108) y/o un aminoácido sustituido en la posición 118 (o que corresponde a la posición 118) con respecto a 
una proteína FAD2 de tipo silvestre, tal como la proteína FAD2 de tipo silvestre representada por SEQ ID NO 4 y/o 
SEQ ID NO 8. 

Una molécula de ácido nucleico aislada de la invención contiene al menos una mutación, dando como resultado una 15 

sustitución, preferiblemente una sustitución de ácido aspártico por glicina, en (o que corresponde a) la posición 108 
y/o dando como resultado una sustitución, preferiblemente una sustitución de fenilalanina por leucina, en (o que 
corresponde a) la posición 118 con respecto a una proteína FAD2 de tipo silvestre, tal como la proteína FAD2 de tipo 
silvestre representada por SEQ ID NO 4 y/o SEQ ID NO 8. 

Dicha (s) mutación (es) altera (n) la funcionalidad del producto del gen FAD2 resultante, por lo que el nivel de ácido 20 

oleico se modifica, preferiblemente se incrementa, en plantas que expresan la secuencia o secuencias mutantes, en 
comparación con el nivel correspondiente en plantas que expresan la(s) secuencia(s) de tipo silvestre. 

En el marco de la presente invención, excepto que se especifique otra cosa, el término "en la posición 108" debe 
entenderse que designa la posición de aminoácido 108 en una proteína FAD2 de tipo silvestre representada por la 
SEQ ID NO 4 y/o la SEQ ID NO 8, sino también como referencia al aminoácido que corresponde a dicha posición en 25 

una proteína FAD2 de tipo silvestre que tendría una secuencia de aminoácidos diferente debido a eliminaciones o 
aminoácidos adicionales en el polipéptido. 

Del mismo modo, el término "en la posición 118" debe entenderse como designando la posición de aminoácido 118 
en una proteína FAD2 de tipo silvestre representada por SEQ ID NO 4 y/o SEQ ID NO 8, sino también como 
referencia al aminoácido que corresponde a dicha posición en una proteína FAD2 tipo silvestre que tendría una 30 

secuencia de aminoácidos diferente debido a eliminaciones o aminoácidos adicionales en el polipéptido. 

El término "que corresponde a la posición" tal como se utiliza aquí significa que una posición no sólo está 
determinada por el número de los aminoácidos precedentes. La posición de un aminoácido dado de acuerdo con la 
presente invención puede variar debido a eliminaciones o aminoácidos adicionales en el polipéptido. Por lo tanto, 
bajo una "posición correspondiente" de acuerdo con la presente invención, debe entenderse que el o los 35 

aminoácidos a los que se hace referencia pueden diferir en el número indicado, pero todavía tiene o tienen 
aminoácidos vecinos similares en la secuencia lineal. 

Una molécula de ácido nucleico de la invención puede comprender (o consistir de) una secuencia de ácidos 
nucleicos de SEQ ID NO 3, 5, 7, 9, 10 o 12, en donde el codón que codifica el aminoácido en la posición 108 tiene al 
menos una mutación (o está mutado) para codificar un aminoácido diferente de la glicina y para codificar un ácido 40 

aspártico en la posición 108 de acuerdo con una proteína FAD2 de la invención. 

Una molécula de ácido nucleico preferida de la invención comprende (o consiste de) una secuencia de ácidos 
nucleicos de SEQ ID NO 1 u 11. 

Una molécula de ácido nucleico preferida de la invención comprende (o consiste de) una secuencia de ácidos 
nucleicos de la SEQ ID NO 5 o 12. 45 

Una molécula de ácido nucleico de la invención puede comprender (o consistir de) una secuencia de ácidos 
nucleicos de SEQ ID NO 1, 3, 7, 9, 10 u 11, en donde se ha eliminado el codón que codifica el aminoácido en la 
posición 118. 

Se apreciará por el experto en la técnica que las secuencias de ácidos nucleicos de las SEQ ID NO 1 a 12 (es decir, 
SEQ ID NO 1, 3, 5, 7, 9, 10, 11 y 12) no son las únicas secuencias que pueden usarse para proveer una proteína 50 

FAD2 de la invención. También se contemplan cualesquiera moléculas de ácido nucleico que tienen diferentes 
secuencias pero que, debido a la degeneración del código genético, codifican una proteína FAD2 que comprende 
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una sustitución de un aminoácido en la posición 108 (o que corresponde a la posición 108) y/o una sustitución de un 
aminoácido en la posición 118 (o que corresponde a la posición 118) con respecto a la secuencia de aminoácidos de 
tipo silvestre, tal como la proteína FAD2 de tipo silvestre representada por las SEQ ID NO 4 u 8. 

En particular, una molécula de ácido nucleico de la invención puede comprender (o consistir de) una secuencia de 
nucleótidos que tiene al menos 80%, preferiblemente al menos 85%, más preferiblemente al menos 90% e incluso 5 

más preferiblemente al menos 95%, 96% 97%, 98% o 99% de identidad con cualquiera de las SEQ ID NO 1 a 12 (es 
decir, SEQ ID NO 1, 3, 5, 7, 9, 10, 11 y 12), o con la forma complementaria o forma de ARN de la misma, que 
codifica una proteína FAD2 que tiene una sustitución de aminoácidos en la posición 108 y/o 118 en relación con una 
proteína FAD2 de tipo silvestre, tal como la proteína FAD2 de tipo silvestre representada por las SEQ ID NO 4 u 8. 

Más particularmente, una molécula de ácido nucleico de la invención exhibe una secuencia de nucleótidos que tiene 10 

al menos un 80%, se divulga que preferiblemente al menos 85%, más preferiblemente al menos 90% e incluso más 
preferiblemente al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad con cualquiera de las SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 
10, 11 y 12, o con la forma complementaria o forma de ARN de la misma y codifica una proteína FAD2 que tiene una 
sustitución de un ácido aspártico por una glicina en la posición 108 (o que corresponde a la posición 108) y/o una 
sustitución de una fenilalanina por una leucina en la posición 118 (o que corresponde a la posición 118) con respecto 15 

a una proteína FAD2 de tipo silvestre representada por la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO 4 u 8. 

Una molécula de ácido nucleico de la invención puede derivarse de variedades de Brassica napus, tales como 
MSP05, MSP06, MSP07, MSP11 y/o 28DHS.059. 

Más particularmente, una molécula de ácido nucleico de la invención tiene una mutación en la posición 1540 
(también denominada como SNP1540) de la secuencia de ácidos nucleicos de SEQ ID NO 11, que causa un cambio 20 

en el codón genético de GGC a GAC, dando como resultado una sustitución de un aminoácido en la posición 108 (o 
que corresponde a la posición 108) con respecto a la secuencia de aminoácidos de tipo silvestre, tal como la 
proteína FAD2 de tipo silvestre representada por las SEQ ID NO 4 u 8. 

Una molécula de ácido nucleico aislada de la invención que contiene dicha mutación SNP1540, que da como 
resultado una sustitución del ácido aspártico por glicina en la posición 108, altera la funcionalidad del producto del 25 

gen FAD2 resultante, por lo que el nivel de ácido oleico se incrementa en plantas que expresan la secuencia 
mutante, en comparación con el nivel correspondiente en la planta que expresa la secuencia de tipo silvestre. 

En el marco de la invención, el término "SNP1540" se refiere al polimorfismo de nucleótido único que corresponde a 
dicha mutación en la posición 1540 del ácido nucleico de SEQ ID NO 11, y puede referirse también a la mutación 
correspondiente en cualquier molécula de ácido nucleico que codifica una proteína FAD2 de la invención que tiene 30 

un aminoácido sustituido en la posición 108 (o que corresponde a la posición 108) con respecto a la proteína FAD2 
de tipo silvestre, tal como la proteína FAD2 de tipo silvestre representada por las SEQ ID NO 4 u 8. 

Se contempla cualquier fragmento de una molécula de ácido nucleico de la invención de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 
100 o más nucleótidos que comprende dicha SNP1540. 

Las moléculas de ácido nucleico derivadas de variedades de Brassica napus, tales como MSP05, MSP11 y/o 35 

28DHS.059 tienen una mutación (SNP1590) que da como resultado una sustitución de un aminoácido en la posición 
118 de la secuencia de tipo silvestre FAD2, tal como representado por la SEQ ID NO 8. 

Más particularmente, una molécula de ácido nucleico tiene una mutación en la posición 1590 (también denominada 
como SNP1590) de la secuencia de ácidos nucleicos de SEQ ID NO 12, que provoca un cambio en el codón 
genético de CTT a TTT, dando como resultado una sustitución de un aminoácido en la posición 118 (o que 40 

corresponde a la posición 118) con respecto a la secuencia de aminoácidos de tipo silvestre, tal como la proteína 
FAD2 de tipo silvestre representada por las SEQ ID NO 4 u 8. 

Una molécula de ácido nucleico aislada que contiene dicha mutación SNP1590, da como resultado una sustitución 
de la fenilalanina por la leucina en la posición 118, altera la funcionalidad del producto del gen FAD2 resultante, por 
lo que el nivel de ácido oleico se incrementa en la planta que expresa la secuencia mutante, en comparación con el 45 

nivel correspondiente en la planta que expresa la secuencia de tipo silvestre. 

En el marco de la invención, el término "SNP1590" se refiere al polimorfismo de nucleótido único que corresponde a 
dicha mutación en la posición 1590 del ácido nucleico de SEQ ID NO 12, y puede referirse también a la mutación 
correspondiente en cualquier molécula de ácido nucleico que codifica una proteína FAD2 de la invención que tiene 
un aminoácido sustituido en la posición 118 (o que corresponde a la posición 118) con respecto a la proteína FAD2 50 

de tipo silvestre, tal como la proteína FAD2 de tipo silvestre representada por las SEQ ID NO 4 u 8. 
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Se divulgan fragmentos de una molécula de ácido nucleico de la invención de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 100 o 
más nucleótidos que comprenden dicha SNP1590. 

También se contempla cualquier fragmento de una molécula de ácido nucleico de la invención de al menos 10, 15, 
20, 25, 50, 100 o más nucleótidos que comprenden dicha SNP1540 y dicha SNP1590. 

Se divulga cualquier fragmento de una molécula de ácido nucleico de la invención de al menos 10, 15, 20, 25, 50, 5 

100 o más nucleótidos y que comprende al menos una mutación que da como resultado una proteína FAD2 de 
acuerdo con la invención. 

En otras palabras, también se divulga cualquier fragmento de una molécula de ácido nucleico de la invención de al 
menos 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 100, 500 o más nucleótidos y que comprende al menos una mutación en el codón 
que codifica dicho aminoácido en la posición 108 (o que corresponde a la posición 108) y en el codón que codifica 10 

dicho aminoácido en la posición 118 (o que corresponde a la posición 118) con respecto a la proteína FAD2 de tipo 
silvestre, tal como la proteína FAD2 de tipo silvestre representada por la SEQ ID NO: 4 u 8. 

Tales fragmentos se pueden usar como cebadores, como sondas y/o como marcadores. 

Los fragmentos de ácido nucleico de la invención pueden usarse como marcadores en mapeo genético de plantas y 
programas de reproducción genética. 15 

Tales marcadores pueden incluir, por ejemplo, polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción (RFLP), 
detección de polimorfismo de amplificación aleatoria (RAPD), reacción en cadena de la polimerasa (PCR) o 
marcadores de replicación de secuencia autosostenida (3SR). 

Pueden usarse técnicas de reproducción asistida por marcadores para identificar y seguir una planta de acuerdo con 
la invención o su progenie, también objeto de la invención, durante el proceso de reproducción. 20 

Las técnicas de reproducción asistida por marcadores pueden utilizarse además o como alternativa a otros tipos de 
técnicas de identificación  

Un ejemplo de reproducción asistida por marcadores es el uso de cebadores de PCR que amplifican 
específicamente una molécula de ácido nucleico de la invención. 

La invención provee por lo tanto métodos para el análisis de segregación y selección de cruces genéticos que 25 

involucran plantas que tienen secuencias de ácidos nucleicos de la invención. 

Un método puede involucrar, por ejemplo, determinar la presencia en un genoma de alelos FAD2 particulares que 
contienen al menos una mutación que da como resultado una sustitución (preferiblemente una sustitución de ácido 
aspártico por glicina) en (o que corresponde a) la posición 108 y/o que da como resultado una sustitución 
(preferiblemente una sustitución de la fenilalanina por la leucina) en (o que corresponde a) la posición 118 con 30 

respecto a una proteína FAD2 de tipo silvestre, tal como la proteína FAD2 de tipo silvestre representada por las SEQ 
ID NO 4 u 8. 

Tal determinación puede lograrse, por ejemplo, con un rango de técnicas, tales como la amplificación por PCR, la 
toma de huellas de ADN, la toma de huellas de ARN, la transferencia en gel y el análisis por RFLP, los ensayos de 
protección de nucleasa, la secuenciación del fragmento de ácido nucleico relevante, la generación de anticuerpos 35 

(monoclonales o policlonal), o métodos alternativos adaptados para distinguir la proteína producida por los alelos 
relevantes de otras variantes/formas de esa proteína o del tipo silvestre. 

Más particularmente, tales fragmentos pueden usarse en el método de selección asistida por marcadores para 
rasgos de alto oléico en plantas, preferiblemente en especies de Brassica, más particularmente en variedades de 
Brassica napus. 40 

Las secuencias de nucleótidos recombinantes pueden comprender una o más secuencias reguladoras adyacentes. 
enlazadas operativamente a una secuencia de nucleótidos de acuerdo con la invención. Tales secuencias 
reguladoras adyacentes se originan preferiblemente a partir de organismos homólogos 

Sin embargo, dichas secuencias reguladoras adyacentes también se pueden originar de organismos heterólogos. 

Dichas secuencias reguladoras adyacentes son secuencias específicas tales como promotores, potenciadores, 45 

secuencias de señal de secreción y/o terminadores. 

Otro aspecto de la invención está relacionado con un vector que comprende una molécula de ácido nucleico de la 
invención, posiblemente enlazada operativamente a una o más secuencias reguladoras adyacentes que se originan 
de organismos homólogos o heterólogos. 
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En el presente contexto, se define "vector" como cualquier constructo bioquímica que puede usarse para la 
introducción de una secuencia de nucleótidos (por transducción, transfección, transformación, infección, 
conjugación, etc.) en una célula. 

Ventajosamente, un vector de acuerdo con la invención se selecciona del grupo que consiste de plásmidos 
(incluyendo plásmidos replicativos e integradores), virus, fagémidos, cromosomas, transposones, liposomas, 5 

vesículas catiónicas o una mezcla de los mismos. Dicho vector puede comprender ya una o más secuencias 
reguladoras adyacentes, lo que permite la expresión de dicha molécula de ácido nucleico y su transcripción en un 
polipéptido de la invención. 

La invención se refiere también a un polipéptido FAD2 que tiene una sustitución de aminoácidos en (o que 
corresponde a) la posición 108 con respecto a una proteína FAD2 de tipo silvestre, tal como una proteína FAD2 de 10 

tipo silvestre representada por SEQ ID NO 4 u 8. 

Más particularmente, un polipéptido FAD2 de la invención comprende (o consiste de) la secuencia de aminoácidos 
de la SEQ ID NO 6 que comprende además una sustitución de ácido aspártico por glicina en la posición 108. 

Un polipéptido FAD2 preferido de la invención comprende (o consiste de) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID 
NO 2. 15 

Un polipéptido FAD2 preferido divulgado comprende (o consiste de) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO 6. 

La presente invención también abarca cualquier fragmento de una proteína FAD2 de la invención que tiene una 
actividad de delta-12 oleato desaturasa y que comprenden dichas sustituciones en la posición (108). 

Las moléculas de ácido nucleico, moléculas de ácido nucleico recombinantes y/o vectores de la persente invención 
son útiles para transformar plantas objetivo y, por lo tanto, para conferir un producto génico de FAD2 alterado, por lo 20 

que el nivel de ácido oleico se modifica, preferiblemente aumentado, en planta que expresa un FAD2 mutante de la 
Invención, en comparación con el nivel correspondiente en la planta que expresa la secuencia de tipo silvestre. 

La presente invención también está relacionada con una célula huésped transformada, o célula huésped 
recombinante, que contiene (o que tiene incorporado) una o más de las secuencias de nucleótidos y/o vectores de 
acuerdo con la invención. 25 

En el presente contexto, una "célula huésped transformada" o "célula recombinante", también denominada 
"transformante", es una célula que tiene incorporada una o más de las secuencias de nucleótidos y/o vectores de 
acuerdo con la invención. La célula huésped transformada puede ser una célula en la que dichos vectores y/o dichas 
secuencias nucleotídicasse introducen mediante transformación genética, preferiblemente por medio de 
recombinación homóloga, o por cualquier otro método bien conocido utilizado para obtener un organismo 30 

recombinante. 

Se contempla por la presente invención cualquier método mediante el cual se pueda incorporar la novedosa 
secuencia al genoma del huésped. 

Más particularmente, se contempla por la presente invención cualquier método mediante el cual se pueda incorporar 
la nueva secuencia en el genoma huésped, y heredarse de manera estable por su progenie. 35 

Actualmente existe un amplio rango de técnicas conocidas para conseguir la transformación directa o indirecta de 
plantas superiores con ADN exógeno. 

La transformación de las células vegetales puede medirse mediante el uso de vectores. Un método común para 
lograr la transformación es el uso de Agrobacterium tumefaciens para introducir un gen extraño en la célula de la 
planta objetivo. 40 

Los virus de plantas también proveen un posible medio para la transferencia de ADN exógeno. 

También puede emplearse la captación directa de células vegetales. Típicamente, los protoplastos de la planta 
objetivo se colocan en cultivo en presencia de las moléculas de ácido nucleico que se van a transferir, y un agente 
que promueve la captación de dichas moléculas de ácido nucleico por protoplastos. Los agentes útiles a este 
respecto son polietilenglicol o fosfato de calcio. 45 

Alternativamente, la captación de moléculas de ácido nucleico puede estimularse por electroporación. En este 
método, se utiliza un impulso eléctrico para abrir poros temporales en una membrana celular de protoplastos, y 
dichas moléculas de ácido nucleico en la solución circundante son entonces atraídas dentro de la célula a través de 
los poros. De forma similar, la microinyección puede emplearse para suministrar dichas moléculas de ácido nucleico 
directamente en una célula, y preferiblemente directamente en el núcleo de la célula. 50 
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En estas técnicas, la transformación se produce en una célula vegetal en cultivo. Subsecuente al evento de 
transformación, las células vegetales pueden regenerarse a plantas enteras. 

Las técnicas para la regeneración de plantas maduras a partir de callos o cultivos de protoplastos son bien 
conocidas. 

También están disponibles métodos alternativos que no necesariamente requieren el uso de células aisladas y, por 5 

lo tanto, técnicas de regeneración de plantas, para lograr la transformación. Estos métodos se denominan 
generalmente métodos "balísticos" o de "aceleración de partículas", en los que las moléculas de ácido nucleico 
recubiertas de partículas metálicas son propulsadas a las células vegetales mediante una carga de pólvora o una 
descarga eléctrica. De esta manera, las células vegetales en el cultivo o los órganos o células reproductoras de 
plantas, por ejemplo polen, se puede transformar establemente con las moléculas de ácido nucleico de interés. 10 

La presente invención se puede aplicar a la transformación de virtualmente cualquier tipo de planta, 
monocotiledóneas o dicotiledóneas. 

Las plantas adecuadas para ser transformadas son preferiblemente cultivos productores de aceites, tales como 
girasol, soja, algodón, maíz, etc., preferiblemente especies de Brassica, más preferiblemente variedades de Brassica 
napus. 15 

En un aspecto de la invención, una planta comprende al menos una secuencia codificante de FAD2 de la invención. 

Una planta de la invención puede comprender una secuencia de ácidos nucleicos de SEQ ID NO 5 o una secuencia 
de ácidos nucleicos de SEQ ID NO 12. 

Preferiblemente, una planta de la invención comprende una secuencia de ácidos nucleicos de SEQ ID NO 11 o una 
secuencia de ácidos nucleicos de SEQ ID NO 1, tal como MSP06 o MSP07. 20 

En otro aspecto de la invención, una planta comprende dos secuencias codificadoras de FAD2 de la invención. 

En particular, una planta de la invención comprende una secuencia de ácidos nucleicos de SEQ ID NO 11 y una 
secuencia de ácidos nucleicos de SEQ ID NO 12, tal como MSP05, MSP11 o 28DHS.059. 

Preferiblemente, una planta de la invención comprende una secuencia de ácidos nucleicos de SEQ ID NO 1 y una 
secuencia de ácidos nucleicos de SEQ ID NO 5, tal como MSP05, MSP11 o 28DHS.059. 25 

La variedad MSP06 se mantiene como depósito de patente del Tratado de Budapest con NCIMB bajo el número de 
acceso NCIMB 41367 hecho el 22 de diciembre de 2005. 

La variedad MSP07 se mantiene como depósito de patente del Tratado de Budapest con NCIMB bajo el número de 
acceso NCIMB 41368 hecho el 22 de diciembre de 2005. 

28DHS.059 se mantiene como depósito de patente del Tratado de Budapest con NCIMB bajo el número de acceso 30 

NCIMB 41364 hecho el 22 de diciembre de 2005. 

La variedad MSP05 se mantiene como depósito de patente del Tratado de Budapest con NCIMB bajo el número de 
acceso NCIMB 41233 hecho el 9 de julio de 2004. 

La variedad MSP11 se mantiene como depósito de patente del Tratado de Budapest con NCIMB bajo el número de 
acceso NCIMB 41234 hecho el 9 de julio de 2004. 35 

También se divulga un método para producir líneas de plantas oleicas elevadas que comprende: 

(a) cruzar una primera planta con una segunda planta que tiene al menos un gen FAD2 mutante de acuerdo con la 
invención, (b) obtener semillas del cruce de la etapa (a), c) cultivar plantas fértiles a partir de tales semillas; (d) 
obtener semillas de progenie de las plantas de la etapa (c) y (e) identificar aquellas semillas entre la progenie que 
tienen alto contenido de ácido oleico. 40 

En otro aspecto, la invención provee un método para incrementar el contenido de ácido oleico de plantas, más 
particularmente de plantas de Brassica, y preferiblemente de plantas de Brassica napus, que comprende las etapas 
de: 

(a) inducir mutagénesis en al menos algunas células de una planta, más particularmente de una planta de Brassica, 
y preferiblemente de una planta de Brassica napus que tiene un contenido de ácido oleico de menos del 70%;  45 

(b) regenerar plantas a partir de al menos una de dichas células mutagenizadas; y  
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(c) seleccionar plantas regeneradas que tienen una secuencia de ácidos nucleicos de la invención y/o que expresan 
una proteína FAD2 de la invención.  

Preferiblemente, las semillas obtenidas a partir de dichas plantas proveen un aceite que tiene un contenido de ácido 
oleico de más de 70% en peso, más preferiblemente de más de 75% en peso, con base en el peso total de ácido 
graso presente en el aceite. 5 

El aceite vegetal obtenido de al menos una planta de acuerdo con la invención comprende más de 
(aproximadamente) 70%, 72%, 75%, 80%, u 85% de ácido oleico. 

Más particularmente, un aceite vegetal obtenido preferiblemente de al menos una especie de Brassica de la 
invención, más preferiblemente de al menos una variedad de Brassica napus de acuerdo con la invención, 
comprende más de (aproximadamente) 70%, 72%, 75%, 80%, o 85% de ácido oleico. Dicho aceite puede 10 

comprender además menos de (aproximadamente) 4%, 3,5%, 3%, 2%, 1% o 0,5% de ácido linolénico, con base en 
el peso total de los ácidos grasos presentes en el aceite. 

Preferiblemente, dicho aceite comprende más de (aproximadamente) 70%, 72%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 
85%, 86%, 87%, 88%, 89% o 90% preferiblemente entre (aproximadamente) 70% y (aproximadamente) 90%, más 
preferiblemente entre (aproximadamente) 72% y (aproximadamente) 89% de ácido oleico. Dicho aceite puede 15 

comprender además menos de (aproximadamente) 4%, 3,5%, 3%, 2%, 1%, o 0.5%, preferiblemente entre 
(aproximadamente) 4% y (aproximadamente) 0.4% de ácido linolénico, con base en el peso total de los ácidos 
grasos presentes en el aceite. 

De acuerdo con una realización preferida, dos variedades dobles bajas de semilla de colza de invierno (ENVOL y 
LIBERATOR) fueron sometidas a un tratamiento con Metano Sulfonato de Etilo (EMS) en 1992. El tratamiento con 20 

EMS se realizó al 2.5% y 5% durante 4h u 8h. 

La generación M1 se cultivó en un invernadero después de 8 semanas de vernalización en una cámara de 
crecimiento y luego se cosechó en julio del 93. 

Las semillas M1 fueron sembradas en el campo en septiembre del 93, ensacadas al inicio de la floración y las 
semillas M2 cosechadas en julio del 94. 25 

Las semillas M2 fueron sembradas en septiembre del 94, ensacadas al inicio de la floración y las semillas M3 
cosechadas en julio del 95. 

Las progenies fueron entonces analizadas para determinar la composición de ácidos grasos usando un método 
analítico con base en cromatografía de gases, como se conoce comúnmente en esta área de la tecnología. 

Se mantuvieron todas las progenies que mostraban un contenido oleico superior al 68%. 30 

La progenie seleccionada fue replantada en el campo en septiembre de 1995, ensacada en abril y luego cosechada 
en julio de 1996. 

En esta etapa, las progenies fueron sometidas a tamizaje para obtener buenas características agronómicas y 
morfológicas, tales como buena capacidad de germinación, buen vigor de otoño, buena resistencia al invierno, buen 
sistema de enraizamiento, buena resistencia a la pata negra y la mancha clara de la hoja, así como excelente 35 

resistencia al hospedaje. 

El material que era demasiado alto y tardío fue eliminado, así como el material que muestra fuerte fasciación 

El análisis de la progenie restante se realizó de nuevo mediante cromatografía de gases para seleccionar individuos 
con niveles de ácido oleico superiores al 68%. Todos estos individuos fueron plantados en el campo en septiembre 
de 1996-1997. 40 

Una progenie llamada MUT 152-96 parecía particularmente interesante en términos de características agronómicas 
y morfológicas, así como por su contenido de ácido oleico. Se cultivó en aislamiento durante la temporada de cultivo 
de septiembre de 1996-1997. Las progenies más interesantes en términos de características agronómicas y 
morfológicas fueron seleccionadas para el ensacado y el cruce. 

El cruzamiento se realizó con variedades dobles bajas de semilla de colza de invierno que tienen un perfil 45 

convencional de ácidos grasos (es decir, ácido oleico por debajo del 70%) o con bajo contenido de ácido linolénico 
(es decir, menos de aproximadamente 3.5%) con el fin de desarrollar líneas con alto contenido de ácido oleico 
asociadas con bajo contenido de ácido linolénico (HOLL). 

El material avanzó en la reproducción de pedigrí, autopolinización hasta al menos la generación F7. 
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En todas las generaciones se aplicó una fuerte presión de selección contra la fasciación y para el desarrollo normal 
de la planta y el sistema normal de enraizamiento. 

Se monitorizó la composición de ácidos grasos en cada generación y se mantuvo solamente material con contenido 
de ácido oleico superior al 75% y contenido de ácido linolénico inferior al 3.5%. 

Se obtuvieron las siguientes variedades HOLL mediante este proceso: MSP05, MSP06, MSP07, MSP11, 28 DHS 5 

059. 

Las variedades dobles bajas con perfiles convencionales de ácidos grasos utilizados en este trabajo fueron 
BRISTOL, CAPITOL, CAPVERT, VIVOL y CAIMAN y estas se han multiplicado o mantenido utilizando el mismo 
esquema de mantenimiento descrito aquí anteriormente para las líneas HOLL 

Se utilizó semilla básica para la determinación del contenido de ácidos grasos en ensayos - pequeños ensayos de 10 

investigación (6 a 12 m2) o ensayos de desarrollo (500 m2) y para el trabajo de secuenciación. 

Ejemplos 

Ejemplo 1 

Las semillas se trituraron en una primera solución que consistía en metanol (800 ml), trimetil pentano (200 ml) y 5 g 
de NaOH. Se utilizaron aproximadamente 3 ml de solución para aproximadamente 10 g de semillas (en otras 15 

palabras, aproximadamente 10 a 50 semillas para 1 ml de solución). 

La extracción se realizó durante 20 minutos y posteriormente se añadió una segunda solución, que consistía de 
trimetilamina (900 ml) y propanol, 2- (100 ml), en el mismo volumen que la primera solución. 

La solución resultante se sometió a vórtex y se dejó reposar hasta la formación de una fase superior. 

La fase superior fue muestreada y transferida a viales. 20 

Se inyectó un microlitro de la misma en un cromatógrafo de gases (Fisons de termoelectrón con un columna DB3 -
30 metros con un diámetro de 0.25 mm y un espesor de 25 micrómetros). El tiempo de ejecución fue de 
aproximadamente 4 min. 

Los resultados del contenido de ácido oleico se resumen en la tabla 1 

Tabla 1 25 

Variedades Contenido de ácido oleico (% en peso) Apreciación 

MSP05 78,1-81,9 Muy alto 

MSP06 75,6-78,5 Alto 

MSP07 76,7-79,4 Alto 

MSP11 80,2-83,9 Muy alto 

28DHS059 83,8-84,9 Muy alto 

BRISTOL 61,4-65,7 Normal 

VIVOL 60,8-63,2 Normal 

CAPVERT 58,9-65,9 Normal 

CAIMAN 61,9-64,0 Normal 

CAPITOL 59,7-64,6 Normal 

 

El contenido de ácido oleico se basa en el peso total del ácido graso en el aceite extraído. 

Ejemplo 2 

Los materiales vegetales utilizados para la secuenciación son: 

- líneas mutantes con mayor contenido en ácidos grasos oleicos: MSP05, MSP06, MSP07, MSP11 y 28DHS.059; y 30 

- variedades de tipo silvestre con contenido normal de ácido oleico: Bristol, Capital, Vivol, Capvert y Caiman. 
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Todas estas líneas se cultivaron en una cámara de crecimiento y los cotiledones y tallos se recolectaron de plantas 
de 7 días de edad. 

Los tejidos vegetales se secaron por congelación y se utilizaron para la extracción de ADN. 

El ADN se aisló con kits de ADN de Qiagen Plant (Qiagen INC.-USA, Valencia CA). 

La PCR se realizó con el protocolo TaqGold (AB Biosystem, Inc,). 5 

La mezcla de reacción incluye 2.5 µl de regulador 10x, 0.2 µl de TaqGold, 0.2 µl de dNTP (25 mM), cebadores de 2 
µl (5 µM) y 10 µl de plantilla de ADN (2ng/µl) y 10.1 µl de H2O. 

Los ciclos de PCR fueron los siguientes: 94ºC 5 min; 8 ciclos de 94ºC 40 seg, 62ºC 40 seg, 72ºC 1 min, 94ºC 40 seg, 
60ºC 40 seg, 72ºC 1 min, 94ºC 40 seg, 58ºC 40 seg, 72ºC 1 min, 94ºC 40 seg, 56ºC 40 seg, 72ºC 1 min; 3 ciclos de 
94ºC 40 seg, 55ºC 40 seg, 72ºC 1 min; mantener a 72ºC durante 7 min. 10 

Los productos de PCR se analizaron en gel de agarosa al 1%. 

Para la secuenciación, se retiraron 5 µl de productos de PCR a un nuevo tubo y 1 µl de Exonucleasa I (dilución 1:50) 
y 1 µl de Fosfatasa Alcalina de Camarón (dilución 1: 5). 

La mezcla se incubó a 37ºC durante 20 minutos y luego a 80ºC durante 15 minutos para inactivar las enzimas. 

Se añadieron 40 µl de H2O y se usaron 6 µl como plantilla con 1 µl de cebador de secuenciación. 15 

La secuenciación se realizó en Analizador de ADN 3730 (Applied Biosystems). 

Las secuencias se ensamblaron y alinearon usando el programa SeqMan II de LaserGene (DNASTAR, INC, 
Madison, WI). 

Ejemplo 3 

Se descargaron del Genebank (NCBI) cuatro secuencias génicas de delta-12 oleato desaturasa de Brassica napus 20 

(FAD2), 4684997, 46399190, 8705228 y 4092878. Estas secuencias se utilizaron como interrogantes en BLAST 
contra la base de datos de secuencias de Monsanto. 

Utilizando los programas "blastn" (NCBI), se obtuvieron una serie de resultados de alta puntuación. Todas las 
secuencias de éxito fueron descargadas y reensambladas con el programa SeqmanII (DNASTAR Inc, Madison, 
Wisconsin, EE.UU.). 25 

Se identificaron dos transcriptos distintos y se designaron como Fad2-1 (SEQ ID NO 9) y Fad2-2 (SEQ ID NO 10). 
Fad2-1 y Fad2-2 comparten una alta homología de secuencia, con un 97% de identidad de secuencia. 

Para identificar mutaciones causales asociadas con alto contenido de ácido oleico en las líneas mutantes y sus 
progenies, se diseñaron cebadores específicos de locus anidados para cubrir todas las secuencias. 

El extremo 3' de un cebador estaba siempre situado en un nucleótido que diferenciaba Fad2-1 de Fad2-2 excepto 30 

aquellos situados en los extremos 5' y 3' de las secuencias consenso donde no había nucleótido diferencial entre los 
dos genes. 

Los cebadores también se diseñaron de tal manera que un amplicón se solaparan con otro para asegurar la 
cobertura completa de toda la secuencia. Estos cebadores se dispusieron y se usaron para generar amplicones 
específicos de locus en mutantes y tipos silvestres. Los resultados de secuenciación indicaron que todos los 35 

cebadores de PCR específicos de locus se comportaron como se esperaba. 

Las secuencias pertenecientes al mismo gen se ensamblaron en conjunto utilizando el programa SeqManII. 

Las secuencias genómicas de consenso de los genes Fad2-1 y Fad2-2 mutados están representadas 
respectivamente por SEQ ID NO 11 y 12. 

La Tabla 2 resume las características de la secuencia de ambos genes Fad2-1 y Fad2-2. 40 

Tabla 2 

Características Posición de FAD2-1  Posición de FAD2-2  

Gen 1 - 2614 1 - 2666 

E07734815
02-01-2017ES 2 609 697 T3

 



12 

5’ UTR 1 - 1217 1 - 1238 

Exon 1 - 108 1 - 111 

Intron 109 - 1213 112 - 1234 

Exon 1214 - 2614 1235 - 2619 

CDS 1218 - 2372 1239 - 2393 

3’UTR 2373 - 2614 2394 - 2666 

 

Las características se basan en las secuencias genómicas de consenso de múltiples lecturas en diferentes 
genotipos. 

Ambos genes Fad2-1 y Fad2-2 tienen un intrón cada uno. 

Los tamaños de intrones son ligeramente diferentes entre dos genes. Para Fad2-1, el intrón se extiende 1105 pb a 5 

partir de la posición 109 a 1213, mientras que para Fad2-2, el intrón consiste en 1123 pb a partir de la posición 112 a 
1234 en las secuencias de consenso. 

El intrón se encuentra en la región 5'UTR. 

Los codones de iniciación de traducción putativos están situados en 1218 y 1239 para genes Fad2-1 y Fad2-2, 
respectivamente. 10 

Los codones de terminación de traducción están situados en 2370-2372 y 2391-2393, respectivamente para Fad2-1 
y Fad2-2. 

Las secuencias 3'UTR son 247 pares de bases para los genes Fad2-1 y 273 pares de bases para los genes Fad2-2. 

Se encontró una mutación de transición en la posición 1540 (denominada SNP1540) del gen FAD2-1 (como se 
representa por SEQ ID NO 11), que causó un cambio en el codón genético de GGC a GAC, dando como resultado 15 

una alternación del residuo de aminoácido de Glicina a Ácido aspártico. 

Dado que la Glicina y el Ácido aspártico tienen propiedades muy diferentes en términos de hidrofobicidad, cargas y 
polaridad, etc., la mutación provoca un cambio radical en la función de la enzima en las líneas mutantes. 

También se han descrito secuencias de aminoácidos altamente conservadas entre las desaturasas de ácido graso 
delta-12 de plantas y las desaturasas de ácido graso delta-15 de plantas (Patente de los Estados Unidos 20 

US6872872B1). Entre otros, uno de los motivos de secuencia de aminoácidos conservados mencionados es 
AHECGH. El SNP1540 pasó a situarse en el mismo motivo. El "G" en el motivo fue mutado a un "D". Debido a que 
las regiones conservadas usualmente implicaban una significación funcional o estructural, la mutación en esta región 
conservada ha causado efectos adversos sobre la enzima FAD2-1, dando como resultado un alto contenido de ácido 
oleico en las líneas mutantes MSP11, MSP05, MSP06, MSP07 y 28DHS.059. 25 

Una mutación puntual en la posición 1590 (denominada SNP1590) del gen FAD2-2 (como se representa por la SEQ 
ID NO 12) causó un cambio de residuo de aminoácidos de leucina (CTT) a fenilalanina (TTT). 

Tanto la leucina como la fenilalanina son de naturaleza hidrófoba y comparten algunas propiedades comunes de 
aminoácidos, pero la fenilalanina contiene un grupo aromático rígido grande en la cadena lateral que causa algún 
cambio en la función de la enzima. 30 

Por otra parte, en combinación con la mutación SNP1540, esta mutación causa el efecto más visible en el fenotipo. 

La combinación de diferentes alelos en estas mutaciones creó un gradiente en el contenido oleico como se observó 
en diferentes líneas mutantes (véase tabla 1). 

Tres líneas mutantes, MSP11, MSP05 y 28DHS.059, portaron mutaciones dobles en SNP1540 y SNP1590. Dado 
que ambas mutaciones eran mutaciones de sentido contrario, las funciones del gen FAD2 se ven severamente 35 

afectadas, dando omo resultado mayor contenido de ácido oleico entre las líneas mutantes. 

El contenido oleico para MSP05 fue menor que los otros dos mutantes. Esto se debió a que el contenido oleico se 
obtuvo a partir de datos de un solo año que podrían estar sujetos a variaciones debido al efecto ambiental. 
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Dos líneas mutantes, MSP06 y MSP07, portaron una única mutación puntual en SNP1540. Puesto que son menos 
severos que los mutantes dobles, el contenido oleico para estas dos líneas estaba ligeramente por debajo de los 
mutantes dobles. 

En resumen, los datos de secuencia indicaron fuertemente que estas mutaciones en Fad2-1 y Fad2-2 están 
altamente asociadas con contenidos oleicos en diferentes líneas mutantes. 5 

La combinación de diferentes alelos explica todas las variaciones fenotípicas del contenido oleico en el material 
vegetal obtenido. 

La identificación de las variaciones de la secuencia causal es crucial para diseñar los ensayos de diagnóstico 
específicamente para cada alelo mutante. 

El conocimiento de la asociación entre variaciones de secuencia y fenotipos puede permitir diseñar ensayos de 10 

marcadores para predecir con precisión el contenido de ácido oleico en plantas sin necesidad de análisis químico en 
húmedo del contenido de ácidos grasos. 

Listado de secuencias 

<110> Monsanto S.A.S. 

<120> Mutantes de FAD-2 y plantas con alto contenido de ácido oleico 15 

<130> BP.MST0.07B/WO 

<160> 12 

<170> PatentIn version 3.3 

<210> 1 

<211> 1155 20 

<212> ADN 

<213> Brassica napus 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(1155)   25 

<400> 1 
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Reivindicaciones 

1. Una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia de ácidos nucleicos que codifica una proteína 
delta-12 desaturasa (FAD2), teniendo dicha proteína FAD2 una sustitución de aminoácidos en la posición 108 con 
respecto a una proteína FAD2 de tipo silvestre, en donde la dicha proteína FAD2 de tipo silvestre está representada 
por la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO 4 u 8, y en donde dicho aminoácido en la posición 108 se cambia a 5 

un ácido Aspártico. 

2. Una molécula de ácido nucleico de la reivindicación 1, en donde dicha proteína FAD2 es una proteína FAD2 de 
Brassica, más particularmente una proteína FAD2 de Brassica napus. 

3. Una molécula de ácido nucleico que comprende un ácido nucleico de SEQ ID NO 1, u 11, su forma 
complementaria o forma de ARN. 10 

4. Una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al menos un 80%, 
preferiblemente al menos 85%, más preferiblemente al menos 90 e incluso más preferiblemente al menos 95%, 
96%, 97%, 98% o 99% de identidad con SEQ ID NO 1 u 11, o con la forma complementaria o la forma de ARN del 
mismo, que codifican una proteína FAD2 que tiene una sustitución de aminoácidos en la posición 108 con con 
respecto a una proteína FAD2 de tipo silvestre, en donde dicha proteína FAD2 de tipo silvestre está representada 15 

por la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO 4 u 8, y en donde dicho aminoácido en la posición 108 se cambia a 
un ácido Aspártico. 

5. Un fragmento de al menos 20 nucleótidos de una molécula de ácido nucleico de acuerdo con cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 4, comprendiendo dicho fragmento el codón mutado que corresponde a dicha sustitución de 
aminoácidos en la posición 108. 20 

6. Una proteína FAD2 que tiene una sustitución de aminoácidos en la posición 108, o que corresponde a la posición 
108, con respecto a una proteína FAD2 de tipo silvestre tal como la proteína FAD2 de tipo silvestre representada por 
la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO 4 u 8 y en donde dicho aminoácido en la posición 108 se cambia a un 
ácido Aspártico. 

7. Una proteína FAD2 que comprende una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO 2. 25 

8. Un vector que comprende una molécula de ácido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 
4. 

9. Una célula huésped que comprende una secuencia de ácidos nucleicos de acuerdo con cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 4 o un vector de acuerdo con la reivindicación 8. 

10. La célula huésped de la reivindicación 9 que comprende además una molécula de ácido nucleico que comprende 30 

una secuencia de ácidos nucleicos que codifica una proteína delta-12 oleato desaturasa (FAD2), teniendo dicha 
proteína FAD2 una sustitución de aminoácidos en la posición 118 con respecto a una proteína FAD2 de tipo 
silvestre, en donde la dicha proteína FAD2 de tipo silvestre está representada por la secuencia de aminoácidos de 
SEQ ID NO 4 u 8, y en donde dicho aminoácido en la posición 118 es una fenilalanina. 

11. Una planta transformada de forma estable con un vector de la reivindicación 8. 35 

12. Una planta de la reivindicación 11, en donde dicha planta que se va a transformar se selecciona del grupo que 
consiste de cultivos productores de aceite. 

13. Una planta de la reivindicación 12, en donde dichos cultivos productores de aceite son de girasoles, soja, 
algodón, maíz y/o semilla de colza. 

14. Una semilla derivada de una planta de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13 y que comprende 40 

una secuencia de ácidos nucleicos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o un vector de acuerdo 
con la reivindicación 8. 

15. Progenie derivada de una planta o una parte de planta o una semilla de acuerdo con cualquiera de las 
reivindicaciones 11 a 14 y que comprende una secuencia de ácidos nucleicos de acuerdo con cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 5 o un vector de acuerdo con la reivindicación 9. 45 

16. Un método para potenciar el contenido de ácido oleico en una planta que comprende transformar una planta con 
el vector de la reivindicación 8. 

17. Utilización de fragmentos de al menos 20 nucleótidos de acuerdo con la reivindicación 5 como cebadores, 
sondas y/o marcadores seleccionables. 
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18. Un método de selección asistida por marcadores de plantas de especies Brassica usando una molécula de ácido 
nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5. 

19. Un kit de ensayo que comprende un primer recipiente que contiene una molécula de ácido nucleico de 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5. 

20. El kit de ensayo de la reivindicación 19 que comprende además un fragmento de al menos 20 nucleótidos de una 5 

secuencia de ácidos nucleicos que codifica una proteína FAD2, teniendo dicha proteína FAD2 una sustitución de 
aminoácidos en la posición 118 con respecto a una proteína FAD2 de tipo silvestre, comprendiendo dicho fragmento 
el codón mutado que  corresponde a dicha sustitución de aminoácidos en la posición 118, en donde dicha proteína 
FAD2 de tipo silvestre está representada por la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO 4 u 8 y en donde dicho 
aminoácido en la posición 118 es una fenilalanina. 10 

21. Un método para producir líneas de plantas con alto contenido oleico que comprende: 

(a) inducir mutagénesis en al menos algunas células de una planta, más particularmente de una planta de Brassica y 
preferiblemente de una planta de Brassica napus que tiene un contenido de ácido oleico inferior al 70%; 

(b) regenerar plantas a partir de al menos una de dichas células mutagenizadas; y  

(c) seleccionar plantas regeneradas que tienen una secuencia de ácidos nucleicos de acuerdo con cualquiera de las 15 

reivindicaciones 1 a 5 y/o que expresa una proteína FAD2 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 8. 

22. El método de la reivindicación 21, que comprende además la etapa de seleccionar plantas regeneradas que 
tienen una secuencia de ácidos nucleicos que codifica una proteína delta-12 oleato desaturasa (FAD2), teniendo 
dicha proteína FAD2 una sustitución de aminoácidos en la posición 118 con respecto a una proteína FAD2 de tipo 
silvestre, en donde la dicha proteína FAD2 de tipo silvestre está representada por la secuencia de aminoácidos de 20 

SEQ ID NO 4 u 8, y en donde dicho aminoácido en la posición 118 es una fenilalanina. 

23. Una planta que contiene una secuencia de nucleótidos que codifica una proteína FAD2 que tiene una sustitución 
de aminoácidos en la posición 108 con respecto a una proteína FAD2 de tipo silvestre, en donde dicha proteína 
FAD2 de tipo silvestre está representada por la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO 4 u 8, y en donde dicho 
aminoácido en la posición 108 se cambia a un ácido Aspártico. 25 

24. La planta de la reivindicación 23, en donde la proteína FAD2 comprende SEQ ID NO 2. 

25. La planta de la reivindicación 24 que codifica además una segunda proteína FAD2 que comprende SEQ ID NO 
6. 
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