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DESCRIPCIÓN

Genes de la diacilglicerol aciltransferasa 2 y proteínas codificadas por los mismos procedentes de algas

Reivindicación de prioridad

Esta solicitud reivindica el beneficio de la fecha de presentación de la solicitud provisional de patente de EE.UU. con 
nº de serie 60/008.752, archivada el 21 de diciembre de 2007, para “GENES DE DIACILGLICEROL 5
ACILTRANSFERASA 2 Y PROTEÍNAS DE ALGAS CODIFICADAS POR LOS MISMOS”.

Campo de la técnica

Esta descripción se relaciona de manera general con la biotecnología y, más particularmente, con genes útiles para 
la manipulación genética de características de las plantas. En algunas realizaciones, la descripción se relaciona con 
polipéptidos y ácidos nucleicos aislados y/o purificados que codifican diacilglicerol aciltransferasa 2 (DGAT2) y 10
métodos para su uso.

Antecedentes

Los cultivos oleaginosos son un producto agrícola notable. Los aceites de semillas de plantas son una gran fuente 
de ácidos grasos esenciales poliinsaturados para las dietas humanas y de materias primas renovables para las 
industrias químicas. Las enzimas del complejo de la ácido graso sintasa en los plástidos de las semillas en 15
desarrollo son responsables de la biosíntesis de ácidos grasos que se canalizan hacia el conjunto de acil-CoA 
citosólico para mantener la acumulación de triacilglicerol. La biosíntesis de triacilglicerol (TAG) se localiza en el 
retículo endoplasmático con glicerol  3-fosfato y acil-CoA grasos como sustratos primarios. Hay tres aciltransferasas 
involucradas en el ensamblaje biológico de lípidos de almacenamiento de las plantas, concretamente la glicerol 3-
fosfato aciltransferasa (GPAT, EC 2.3.1.20), la ácido lisofosfatídico aciltransferasa (LPAT, EC 2.3.1.51) y la 20
diacilglicerol aciltransferasa (DGAT, EC 2.3.1.20). Estas tres aciltransferasas catalizan la acilación escalonada del 
esqueleto de glicerol cuya etapa final es la acilación de sn-1,2-diacilglicerol (DAG) mediante DGAT para la formación 
de TAG, un proceso bioquímico generalmente conocido como la vía metabólica Kennedy. Se ha sugerido la 
acilación del esqueleto de glicerol mediada por DGAT para producir TAG como la etapa limitante de la tasa de
acumulación de lípidos de plantas. Por tanto, DGAT es una diana en la modificación genética de la biosíntesis de 25
lípidos de plantas.

Descripción de la invención

En la presente memoria describimos un género de polipéptidos que tienen al menos 90% de identidad de secuencia 
con la diacilglicerol aciltransferasa 2 (DGAT) de T. pseudonana. Estos polipéptidos se pueden utilizar para alterar los 
niveles de ácidos grasos poliinsaturados en plantas. También se describen polipéptidos que comprenden  el dominio 30
catalítico de la diacilglicerol transferasa de Thalassiosira pseudonana DGAT2, y polipéptidos que tienen al menos
90% de identidad de secuencia con el dominio catalítico de la diacilglicerol transferasa de DGAT2. Además se 
describen secuencias de polinucleótidos que codifican polipéptidos que tienen al menos 90% de identidad de 
secuencia con DGAT2 de T. pseudonana, y polinucleótidos que codifican polipéptidos con al menos 90% de 
identidad con el dominio diacilglicerol transferasa de DGAT2 de T. pseudonana. 35

En la presente memoria describimos un gen aislado y purificado de diacilglicerol aciltransferasa 2 (DGAT) y 
secuencias de ADNc de T. pseudonana. También se describe la secuencia completa de ADNc de DGAT2 de T. 
pseudonana, y las secuencias de ADNc con al menos 80% de identidad de secuencia con el ADNc de DGAT2. En 
algunas realizaciones, un vector puede contener estas secuencias de ADNc. Estos polinucleótidos pueden ser 
utilizados para modificar la formación natural de triacilgliceroles en plantas para aumentar el rendimiento de los 40
aceites comerciales de plantas, o para modificar su composición para conseguir mejoras comerciales específicas de 
plantas y de productos de plantas.

También se describen otros genes aislados y purificados y secuencias de ADNc de la familia DGAT2 de T. 
pseudonana, y de otras especies de algas, que incluyen Chlamydomonas reinhardtii, Ostreococcus lucimarinus, 
Ostreococcus tauri y Phaeodactylum tricornutum. Estos polinucleótidos se pueden utilizar también para modificar la 45
formación natural de triacilgliceroles en plantas para aumentar el rendimiento de los aceites comerciales de plantas, 
o para modificar su composición para conseguir mejoras comerciales específicas de plantas y productos de plantas.

También se describe una planta transgénica que contiene una construcción de ácido nucleico. Se describe un 
método para transformar una célula o una planta; comprendiendo el método introducir el ácido nucleico aislado, 
purificado o recombinante en la célula o planta. Un proceso para producir una semilla transformada genéticamente 50
comprende introducir el ácido nucleico en la semilla. En algunas realizaciones, se pueden utilizar estos métodos 
para modificar plantas para cambiar su contenido en aceite de semilla.

Expresado de forma general, algunos ejemplos describen el aislamiento, purificación y caracterización de un gen 
DGAT2 de algas, y la utilidad de DGAT2 en la producción de ácidos grasos poliinsaturados de cadena muy larga. Lo 
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anterior se hará más evidente a partir de las siguientes descripciones detalladas de varias realizaciones, lo cual 
prosigue con referencia a las figuras que acompañan.

Breve descripción de los dibujos

La FIG. 1 representa la secuencia de aminoácidos deducida (SEQ ID NO: 1) que se corresponde con la secuencia 
completa de ADNc de DGAT2 de T. pseudonana DGAT2 (SEQ ID NO: 2).5

La FIG. 2 representa un alineamiento de secuencias entre SEQ ID NO: 1 (TpDGA2) y gi: 37182187, gi: 50541689, 
gi: 74623358, gi: 74623359, gi: 86279638, y gi: 62825813, que son todas diacilglicerol transferasas de tipo 2. Los 
aminoácidos comunes a cuatro o más de las secuencias se indican en negrita. La secuencia de aminoácidos que 
comprende el dominio catalítico diacilglicerol transferasa de estas diacilglicerol transferasas de tipo 2 consiste en los 
residuos: 236 – 365 (TpDGA2); 79 – 208 (gi: 37182187); 76 – 205 (gi: 50541689); 76 – 205 (gi: 74623358); 34 – 165 10
(gi: 74623359); 33 – 165 (gi: 86279638); 36 – 165 (gi: 62825813). 

La FIG. 3A representa un ejemplo de una secuencia de polipéptido homologa a SEQ ID NO: 1; (SEQ ID NO: 3). La 
FIG. 3B representa una porción de una secuencia de polinucleótido con al menos 90% de homología con SEQ ID 
NO: 2, y que codifica una porción del polipéptido de SEQ ID NO: 3; (SEQ ID NO: 4).

La FIG. 4A representa otro ejemplo de una secuencia de polipéptido homologa a SEQ ID NO: 1; (SEQ ID NO: 5). La 15
FIG. 4B representa una porción de una secuencia de polinucleótido con al menos 90% de homología con SEQ ID 
NO: 2, y codifica una porción del polipéptido de SEQ ID NO: 5; (SEQ ID NO: 6).

La FIG. 5A representa otro ejemplo de una secuencia de polipéptido homóloga a SEQ ID NO: 1; (SEQ ID NO: 7). La 
FIG. 5B representa una porción de una secuencia de polinucleótido con al menos 90% de homología con SEQ ID 
NO: 2, y codifica una porción del polipéptido de SEQ ID NO: 7; (SEQ ID NO: 8).20

La FIG. 6A representa otro ejemplo de una secuencia de polipéptido homóloga a SEQ ID NO: 1; (SEQ ID NO: 9). La 
FIG. 6B representa una porción de una secuencia de polinucleótido con al menos 90% de homología con SEQ ID 
NO: 2, y codifica una porción del polipéptido de SEQ ID NO: 9; (SEQ ID NO: 10).

La FIG. 7A representa otro ejemplo de una secuencia de polipéptido homóloga a SEQ ID NO: 1; (SEQ ID NO: 11). 
La FIG. 7B representa una porción de una secuencia de polinucleótido con al menos 90% de homología con SEQ ID 25
NO: 2, y codifica una porción del polipéptido de SEQ ID NO: 11; (SEQ ID NO:12). 

La FIG. 8A representa otro ejemplo de una secuencia de polipéptido homóloga a SEQ ID NO: 1; (SEQ ID NO: 13). 
La FIG. 8B representa una porción de una secuencia de polinucleótido con al menos 90% de homología con SEQ ID 
NO: 2, y codifica una porción del polipéptido de SEQ ID NO: 13; y codifica una porción del polipéptido de (SEQ ID 
NO: 14).30

La FIG. 9 representa el análisis  de cromatografía en capa fina (TLC) de TAG producido mediante expresión de 
TpDGAT2 y AtDGAT1 en levadura mutante H1246 MAT α (DGAT-, PDAT-, ASAT1-, ASAT2-, el cual es deficiente en 
la formación de TAG). El carril 1 representa la expresión de AtDGAT1, los carriles 2 – 6 representan la expresión de 
TpDGAT2. Se observaron bandas nítidas de TAG (triacilglicerol) en los carriles 2 – 6. El carril 8 representa un vector 
vacío (pYES2.1) control, y no hay banda de TAG (triacilglicerol) en este carril. El carril a la derecha del carril 8 se 35
cargó con un estándar de TAG el cual puede ser utilizado como un marcador de TAG. 

La FIG. 10 muestra la actividad DGAT en la levadura mutante H1246 MAT α transformada con el plásmido vacío 
(pYES2.1 Con; barras vacías), con el ADNc de DGAT2 de T. pseudonana (pYES:DGAT; barras punteadas) y con el 
ADNc de DGAT1 de A. thaliana (barras sólidas negras). Se realizaron ensayos de la actividad de la DGAT en las 
fracciones de membrana microsomal preparadas a partir de lisados de las células de levadura inducidas utilizando 40
como donadores de grupo acil diferentes acil-CoA marcados con 14C, y como receptores sn-1,2 dioleina no marcada. 
La actividad relativa de DGAT aquí se expresó como DPM (la cantidad de sustratos marcados con 14C incorporados 
en los TAG). Los resultados ilustran la preferencia de sustrato y la actividad relativa de TpDGAT2 y AtDGAT1.

La FIG. 11 representa una comparación de la homología de las secuencias de aminoácidos de la TpDGAT2 
(TpDGAT2-1) con los miembros de su familia de T. pseudonana o de otras especies de algas (Cr – Chlamydomonas 45
reinhardtii; Ol – Ostreococcus lucimarinus; Ot – Ostreococcus tauri; Pt – Phaeodactylum tricornutum). TpDGAT2 
(TpDGAT2-1) comparte un 24%, 25% y 17% de identidad de secuencia con los miembros de su familia TpDGAT2-2, 
TpDGAT2-3, y TpDGAT2-4, respectivamente. Entre diferentes especies de algas, TpDGAT2 (TpDGAT2-1) exhibe 
gran similitud de secuencia con PtDGAT2-1 (48% de identidad de secuencia), y relativamente gran similitud con 
CrDGAT2-1, CrDGAT2-2, y CrDGAT2-4 (20%, 23%, y 24% respectivamente). 50

Mejores maneras de llevar a cabo la invención

I. Resumen de varias realizaciones

En la presente memoria se describe la diacilglicerol aciltransferasa tipo 2 (DGAT2) aislada y purificada de T. 
pseudonana. La sorprendente habilidad de este polipéptido para modificar la síntesis de ácidos grasos 
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poliinsaturados de cadena muy larga (VLCPUFA) en otros organismos, y en células de otros organismos, se utiliza 
para transformar plantas y semillas de plantas para producir plantas y semillas de plantas transgénicas con 
composiciones deseadas de ácidos grasos. En esta descripción se incluyen los polipéptidos con actividad DGAT2 
que tienen una secuencia de aminoácidos con al menos 90% de identidad de secuencia con aquella de DGAT2 de 
T. pseudonana. En algunas realizaciones, estas secuencias de polipéptidos comprenden, por ejemplo, SEQ ID NO: 5
1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, o SEQ ID NO: 13. También se 
describen polipéptidos que comprenden secuencias con al menos 90% de identidad de secuencia con el domino 
catalítico diacilglicerol aciltransferasa de DGAT2 de T. pseudonana. En algunas realizaciones, estas secuencias de 
polipéptidos comprenden, por ejemplo, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17, o SEQ ID NO: 19. El dominio catalítico 
diacilglicerol aciltransferasa de DGAT2 de T. pseudonana se representa en la FIG. 2; consiste en los residuos de 10
aminoácidos 236 – 365 en la secuencia completa de polipéptido descrita de DGAT2 de T. pseudonana.

El polipéptido de la SEQ ID NO: 15 comprende el domino diacilglicerol aciltransferasa de DGAT2 de T. pseudonana. 
Algunas realizaciones están relacionadas con polipéptidos aislados o purificados que comprenden secuencias con al 
menos aproximadamente 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,6%, 99,7% de 
identidad de secuencia con el polipéptido aislado o purificado de la SEQ ID NO: 15, por ejemplo, la SEQ ID NO: 1. 15
En realizaciones particulares, estos polipéptidos tienen actividad diacilglicerol aciltransferasa. Un experto en la 
técnica puede determinar fácilmente la actividad diacilglicerol mediante, por ejemplo, un ensayo enzimático in vitro. 
Este método se describe en detalle en el Ejemplo 4, y los resultados típicos de este ensayo se muestran en la FIG. 
10. Como apreciarán los expertos en la técnica, la descripción también está relacionada con secuencias de ADN 
sustancialmente homólogas de plantas y algas que codifican proteínas que comprenden secuencias de aminoácidos 20
deducidas de 90% o más de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 15. 

Otros polipéptidos aislados o purificados de algas que son miembros de la familia DGAT2 comprenden secuencias 
de aminoácidos que son al menos 90% idénticas a, por ejemplo, SEQ ID NO: 25 (TpDGAT2-2), SEQ ID NO: 27 
(TpDGAT2-3), SEQ ID NO: 29 (TpDGAT2-4), SEQ ID NO: 31 (CrDGAT2-1), SEQ ID NO: 33 (Cr DGAT2-2), SEQ ID 
NO: 35 (CrDGAT2-3), SEQ ID NO: 37 (CrDGAT2-4), SEQ ID NO: 39 (CrDGAT2-5), SEQ ID NO: 41 (OlDGAT2-1), 25
SEQ ID NO: 43 (OlDGAT2-2), SEQ ID NO: 45 (OlDGAT2-3), SEQ ID NO: 47 (OlDGAT2-4), SEQ ID NO: 49 
(OtDGAT2-1), SEQ ID NO: 51 (OtDGAT2-2), SEQ ID NO: 53 (OtDGAT2-3), SEQ ID NO: 55 (OtDGAT2-4), SEQ ID 
NO: 57 (PtDGAT2-1), SEQ ID NO: 59 (PtDGAT2-2), SEQ ID NO: 61 (PtDGAT2-3), o SEQ ID NO: 63 (PtDGAT2-4). 

Algunas realizaciones se relacionan con ácidos nucleicos (polinucleótidos) aislados o purificados que codifican los 
polipéptidos descritos anteriormente. Las secuencias de estos polinucleótidos pueden comprender, por ejemplo, 30
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ 
ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 26 (TpDGAT2-2), SEQ ID NO: 28 (TpDGAT2-3), SEQ ID
NO: 30 (TpDGAT2-4), SEQ ID NO: 32 (CrDGAT2-1), SEQ ID NO: 34 (CrDGAT2-2), SEQ ID NO: 36 (CrDGAT2-3), 
SEQ ID NO: 38 (CrDGAT2-4), SEQ ID NO: 40 (CrDGAT2-5), SEQ ID NO: 42 (OlDGAT2-1), SEQ ID NO: 44 
(OlDGAT2-2), SEQ ID NO: 46 (OlDGAT2-3), SEQ ID NO: 48 (OlDGAT2-4), SEQ ID NO: 50 (OtDGAT2-1), SEQ ID 35
NO: 52 (OtDGAT2-2), SEQ ID NO: 54 (OtDGAT2-3), SEQ ID NO: 56 (OtDGAT2-4), SEQ ID NO: 58 (PtDGAT2-1),
SEQ ID NO: 60 (PtDGAT2-1), SEQ ID NO: 62 (PtDGAT2-3), o SEQ ID NO: 64 (PtDGAT2-4). En algunas 
realizaciones, las secuencias de polinucleótidos tienen un porcentaje de identidad con las bases de una secuencia 
de nucleótidos descrita que codifica un polipéptido descrito de al menos aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%, 
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,6% o 99,7%. 40
Varios ejemplos de tales polinucleótidos son SEQ ID NOS: 21 – 24. Como apreciará el experto en la técnica,
pequeños cambios en la secuencia de ácidos nucleicos no alteran necesariamente la secuencia de aminoácidos del 
polipéptido codificado. Los expertos en la técnica apreciarán que cambios en la identidad de los nucleótidos en una 
secuencia específica de un gen que cambien la secuencia de aminoácidos del polipéptido codificado pueden resultar 
en una efectividad reducida o aumentada de los genes y que, en algunas aplicaciones (i.e., antisentido, co-45
supresión, o ARNi), las secuencias parciales a menudo funcionan tan efectivamente como las versiones completas. 
Las formas en las cuales se puede variar o acortar la secuencia del gen son bien conocidas para los expertos en la 
técnica, así como las formas de analizar la efectividad de los genes alterados. En algunas realizaciones, la 
efectividad se puede analizar fácilmente mediante, por ejemplo, cromatografía de gas convencional. Todas estas 
variaciones de los genes están por tanto incluidas como parte de la presente memoria.50

Algunas realizaciones están relacionadas con un vector que contiene un polinucleótido aislado o purificado que tiene 
al menos 80% de homología con la SEQ ID NO: 2; por ejemplo, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, 
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21 – 24. Por consiguiente, se proporciona un método 
para preparar un vector que incluye una secuencia seleccionada de un grupo que consiste en, por ejemplo, la SEQ 
ID NO: 2;  por ejemplo, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID 55
NO: 20, o SEQ ID NO: 21 – 24, o una parte de las mismas, para la introducción de la secuencia o secuencia parcial 
en una orientación antisentido, o el complemento de la misma, en una célula de planta. 

Ciertas realizaciones están relacionadas con un vector que contiene polinucleótidos que tienen al menos 80% de 
homología con miembros de la familia DGAT2 en algas. Estos vectores pueden comprender secuencias de 
polinucleótidos de, por ejemplo, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, 60
SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 48, 
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SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO:54, SEQ ID NO:56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 62, o 
SEQ ID NO: 64. 

En algunas realizaciones, los polinucleótidos aislados y purificados,  y los vectores que comprenden estos 
polinucleótidos aislados y purificados, se pueden utilizar para crear plantas transgénicas que produzcan polipéptidos 
con actividad DGAT2. Por lo tanto, una realización hace referencia a plantas y semillas de plantas transgénicas que 5
incluyen un polinucleótido aislado o purificado que tiene al menos 80% de homología con la SEQ ID NO: 2; por 
ejemplo, una molécula de ácido desoxirribonucleico con la secuencia de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 15, SEQ ID 
NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, o SEQ ID NO: 21- 24. Otras realizaciones están 
relacionadas con plantas y semillas de plantas transgénicas que incluyen un polinucleótido aislado o purificado que 
tiene al menos 80% de homología con otro miembro de la familia DGAT2 en algas; por ejemplo una molécula de 10
ácido desoxirribonucleico con la secuencia de SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32 
SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, 
SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 60, 
SEQ ID NO: 62, o SEQ ID NO: 64.

Una realización comprende un método para producir tales plantas y semillas de plantas. El método comprende crear 15
una construcción de ácido nucleico que comprende un polinucleótido que codifica un polipéptido que tiene al menos
90% de identidad de secuencia con un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 1 y 15 e 
introducir la construcción en una planta. El método de esta realización se puede consumar mediante cualquier medio 
conocido por cualquier experto corriente en la técnica, a modo de ejemplo no limitante, transformación mediada por 
Agrobacterium. En realizaciones específicas, el método comprende además introducir un polinucleótido que codifica 20
un polipéptido con actividad piruvato deshidrogenasa  quinasa de Brassica, un polinucleótido que codifica un 
polipéptido con actividad diacilglicerol acetiltransferasa, y/o un polinucleótido que codifica un polipéptido con 
actividad glicerol 3-fosfato deshidrogenasa en la planta. Este método se puede poner en práctica en donde la planta 
se selecciona del grupo que consiste en Arabidopsis thaliana, Borago spp., Canola, Ricinus spp., Theobroma spp., 
Zea spp., Gossypium spp., Crambe spp., Cuphea spp., Linum spp., Lesquerella spp., Limnanthes spp., Linola, 25
Tropaeolum spp., Oenothera spp., Olea spp., Elaeis spp., Arachis spp., colza, Carthamus spp., Glycine spp., Soja
spp., Helianthus spp., Nicotiana spp., Vernonia spp., Triticum spp., Hordeum spp., Oryza spp., Avena spp., Sorghum
spp., Secale spp., Brassicaceae, y otros miembros de la familia de las plantas Gramineae. 

En algunas realizaciones, el método además comprende recolectar una semilla de la planta que incluye la 
construcción de ácido nucleico introducido, y extraer aceite de la semilla recolectada. Por lo tanto, otras 30
realizaciones incluyen una planta producida mediante el método. 

Algunas de las manipulaciones y productos finales que son posibles utilizando el gen DGAT2 o una parte del mismo, 
incluyen, pero no están limitadas a, las siguientes: semillas con contenido en aceite aumentado o disminuido; 
semillas que contienen aceites con un contenido en ácidos grasos poliinsaturados de cadena muy larga aumentado, 
y plantas que exhiben una capacidad aumentada o alterada de acumular ácidos grasos poliinsaturados de cadena 35
muy larga. 

II. Abreviaturas

CaMV virus del mosaico de la coliflor

ADNc ADN complementario

CERV virus del anillo grabado del clavel40

CrDGAT2 diacilglicerol transferasa tipo 2 de Chlamydomonas reinhardtii

DAG sn-1,2-diacilglicerol

DGAT diacilglicerol aciltransferasa

DGAT2 diacilglicerol transferasa tipo 2

DHA ácido docosahexaenoico45

ADN ácido desoxirribonucleico

EPA ácido eicosapentaenoico

GPAT glicerol 3-fosfato aciltransferasa

LPAT ácido lisofosfatídico aciltransferasa

OlDGAT2 diacilglicerol transferasa tipo 2 de Ostreococcus lucimarinus50
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OtDGAT2 diacilglicerol transferasa tipo 2 de Ostreococcus tauri

PCR reacción en cadena de la polimerasa

PtDGAT2 diacilglicerol transferasa tipo 2 de Phaeodactylum tricornutum

ARN ácido ribonucleico

ARNi ARN de interferencia5

RT-PCR PCR de transcripción reversa

T35S terminador 35S de CaMV

TAG triacilglicerol

TLC cromatografía en capa fina

Tmas terminador de la manopina sintasa10

Tnos terminador de la nopalina sintasa

TpDGAT2 diacilglicerol transferasa tipo 2 de T. pseudonana

TrbcS región terminadora de la subunidad pequeña de la ribulosa bifosfato carboxilasa 

VLCPUFA ácidos grasos poliinsaturados de cadena muy larga

III. Términos15

Para facilitar la revisión de las diferentes realizaciones de la descripción, se proporcionan las siguientes 
explicaciones de los términos específicos: 

Secuencia complementaria de nucleótidos: Se entiende como “secuencia complementaria de nucleótidos” de una
secuencia como cualquier ADN cuyos nucleótidos son complementarios a aquellos de la secuencia de la descripción 
y cuya orientación está invertida (secuencia anti-paralela). 20

Grado o porcentaje de homología de secuencia: El término “grado o porcentaje de homología de secuencia” se 
refiere al grado o porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias después del alineamiento óptimo. El 
porcentaje de identidad de secuencia (o el grado de identidad) se determina comparando dos secuencias 
óptimamente alineadas en una ventana de comparación, donde la porción de la secuencia del péptido o del 
polinucleótido en la ventana de comparación pueda comprender adiciones o deleciones (i.e. huecos) en 25
comparación con la secuencia de referencia (la cual no comprende adiciones o deleciones) para el alineamiento 
óptimo de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el número de posiciones en las cuales se da
un residuo de aminoácido o base de ácido nucleico idéntico en ambas secuencias para obtener el número de 
posiciones coincidentes, dividiendo el número de posiciones coincidentes entre el número total de posiciones en la 
ventana de comparación y multiplicando el resultado por 100 para obtener el porcentaje de identidad de secuencia. 30

Secuencia homóloga aislada y/o purificada: Se entiende como “secuencia homóloga  aislada y/o purificada” una 
secuencia aislada y/o purificada que tiene un porcentaje de identidad con las bases de una secuencia de 
nucleótidos, o los aminoácidos de una secuencia de polipéptidos, de al menos aproximadamente 80%, 81%,82%, 
83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94,% 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,6%, 
99,7%. Este porcentaje es puramente estadístico, y es posible distribuir las diferencias entre las dos secuencias de 35
nucleótidos aleatoriamente y sobre la totalidad de sus longitudes. La identidad de secuencia se puede determinar, 
por ejemplo, mediante programas de ordenador diseñados para realizar alineamientos de una sola secuencia y 
múltiples. Se apreciará que esta descripción abarca el uso de un codón degenerado tal y como lo entenderá un 
experto corriente en la técnica. Además, un experto en la técnica entenderá que se pueden hacer sustituciones 
conservadoras en la secuencia de aminoácidos de un polipéptido sin desbaratar la estructura o la función del 40
polipéptido. El experto en la técnica lleva a cabo las sustituciones conservadoras sustituyendo unos aminoácidos por 
otros con similar hidrofobia, polaridad, y longitud de la cadena R. Adicionalmente, se pueden identificar sustituciones 
conservadoras comparando secuencias alineadas de proteínas homólogas de diferentes especies, localizando 
residuos de aminoácidos que han mutado entre especies sin alterar las funciones básicas de las proteínas 
codificadas. 45

Aislado: como apreciará un experto en la técnica, “aislado” se refiere a polipéptidos que han sido “aislados” de su 
entorno natural. 

Nucleótido, polinucleótido, o secuencia de ácidos nucleicos: Se entenderá como “nucleótido, polinucleótido, o 
secuencia de ácidos nucleicos” ambos ADN de cadena doble o de cadena simple en la forma monomérica y 
dimérica (también llamada en tándem) y los productos de transcripción de dichos ADNs. 50
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Identidad de secuencia: Se dice que dos aminoácidos o secuencias de nucleótidos son “idénticas” si la secuencia de 
aminoácidos o residuos nucleotídicos en las dos secuencias es la misma cuando se alinean para una máxima 
correspondencia como se describe más adelante. Las comparaciones de secuencia entre dos (o más) péptidos o 
polinucleótidos se realizan típicamente comparando las secuencias de dos secuencias alineadas óptimamente en un 
segmento o “ventana de comparación” para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. El 5
alineamiento óptimo de secuencias para comparación se puede llevar a cabo mediante el algoritmo de homología 
local de Smith y Waterman, Ad. App. Math 2: 482 (1981), mediante el algoritmo de alineamiento de homología de 
Neddleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), mediante el método de búsqueda de similitud de Pearson y 
Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. (EE. UU.) 85: 2444 (1988), mediante la aplicación informatizada de estos algoritmos 
(GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete de software Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group 10
(GCG), 575 Science Dr., Madison, Wis.), o mediante inspección visual. 

La definición de identidad de secuencia que se ha dado anteriormente es la definición que utilizaría un experto en la 
técnica. La definición por sí misma no necesita la ayuda de ningún algoritmo, siendo dichos algoritmos útiles 
únicamente para conseguir el alineamiento óptimo de las secuencias, en lugar del cálculo de identidad de secuencia. 

De la definición que se da arriba, resulta que hay un único valor bien definido para la identidad de secuencia entre 15
dos secuencias comparadas cuyo valor corresponde al valor obtenido para el mejor u óptimo alineamiento. 

En el software “BLAST 2 sequence” BLAST N o BLAST P, que está disponible en el sitio web 
blast(PUNTO)ncbi(PUNTO)nlm(PUNTO)nih(PUNTO)gov/Blast(PUNTO)cgi, y que es usado habitualmente por los 
inventores y en general por los expertos para comparar y determinar la identidad entre dos secuencias, el software 
selecciona directamente el coste del hueco que depende de la longitud de la secuencia a comparar (i.e. 11,2 para20
una matriz de sustitución BLOSUM-62 para longitud > 85).  

Hibridación rigurosa: Se entiende como hibridación con una secuencia de nucleótidos bajo condiciones de rigor una 
hibridación bajo condiciones de temperatura y fuerza iónica elegidas de tal forma que permiten el mantenimiento de 
la hibridación entre dos fragmentos de ADN complementarios. Los homólogos de los genes DGAT2 descritos en la 
presente memoria que se obtienen de otros organismos, por ejemplo plantas, se pueden obtener mediante el 25
cribado de genotecas apropiadas que incluyen los homólogos, en donde el muestreo se realiza con la secuencia de 
nucleótidos de los genes específicos DGAT2 descritos en la presente memoria, o porciones o sondas de los 
mismos, o se identifican mediante la búsqueda de homología de secuencia que utilizando programas de búsqueda 
de alineamiento de secuencia tales como BLAST, FASTA. 

III. Modificación de los niveles de ácidos grasos por DGAT2 de algas30

A. Resumen

Estudios recientes en DGAT2 del árbol tung y del ricino sugieren que en plantas que contienen ácidos grasos 
inusuales, la DGAT2 puede jugar un papel importante en la canalización de ácidos grasos inusuales hacia aceites de 
almacenamiento de semilla. Mientras que la DGAT2 puede ser una diana potencial en la modificación genética de la 
biosíntesis de lípidos de plantas en plantas oleaginosas, las enzimas caracterizadas recientemente contribuyeron a 35
la utilización de los ácidos grasos conjugados ácido eleosteárico (DGAT2 del árbol tung) y ácido ricinolénico (DGAT2 
del ricino) respectivamente.  Ninguna de las enzimas (DGAT2 del árbol tung o DGAT2 del ricino) está implicada en la 
incorporación de los ácidos grasos poliinsaturados omega-3 de cadena muy larga deseables comercialmente ácido 
eicosapentaenoico (EPA) y ácido docosahexaenoico (DHA) en triacilglicerol (TAG).

Armbrust E. V. et al., Science, vol. 306, 01.10.04 describe el borrador de un genoma nuclear de 34 millones de pares 40
de bases de la alga diatomea marina T. pseudonana. En Tonon T. et al., Phytochemistry 61 (2002), 15 – 24, se 
describe que cualquiera de las muchas enzimas aciltransferasas candidatas (p. ej. glicerol 3-fosfato aciltransferasa, 
ácido lisofosfatídico aciltransferasa, acil-CoA diacilglicerol aciltransferasa, lisofosfatidilcolina aciltransferasa, y 
diacilglicerol aciltransferasa dependiente de fosfolípido, etc.) media la incorporación de EPA y DHA en un esqueleto 
de glicerol en T. pseudonana. La publicación de patente de EE.UU. US 2006/0.094.088 describe organismos de 45
algas como candidatos para identificar y aislar cualquiera de muchas enzimas, que incluyen PUFA desaturasas, 
elongasas, y aciltransferasas para influenciar el contenido de PUFA de los aceites de almacenamiento. 
Específicamente, la publicación de patente de EE. UU. US 2006/0.094.088 reduce la actividad de las enzimas 
aciltransferasas endógenas para aumentar el contenido de PUFA de aceites de almacenamiento. 

T. pseudonana es capaz de producir y acumular ácidos grasos omega-3 poliinsaturados de cadena larga EPA y 50
DHA en TQG y es una buena fuente aceites acumulados de ácidos grasos poliinsaturados de cadena muy larga 
(VLCPUFA) de alto nivel. Por esta razón, el gen de la diacilglicerol aciltransferasa 2 de T. pseudonana (TpDGAT2) 
se ha investigado y caracterizado ahora. Sorprendentemente, se descubrió que TpDGAT2, a diferencia de DGAT2 
del árbol tung o del ricino, puede incorporar eficientemente ácidos grasos poliinsaturados de cadena muy larga en 
TAG. Se identificaron otros miembros de la familia DGAT2 en algas utilizando el gen TpDGAT2 para buscar 55
secuencias de polinucleótidos de T. pseudonana y especies relacionadas de algas. Por tanto, se determinó la 
utilidad de genes DGAT2 de algas en herramientas transgénicas y para la modificación de la composición y la 
acumulación de TAG en semillas. 
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B. Polipéptidos homólogos al DGAT2 de T. pseudonana con actividad diacilglicerol transferasa tipo 2

Se pueden encontrar proteínas que son homologas a la secuencia completa de DGAT2 de  T. pseudonana mediante
la búsqueda en bases de datos de proteínas, tales como la base de datos de proteínas NCBI, con motores de 
búsqueda, tales como BLAST. También se pueden identificar mediante diseño racional. El proceso de diseño 
racional puede comprender identificar sustituciones conservadoras de aminoácidos dentro de la longitud de la 5
secuencia de polipéptido deseada, y hacer esas sustituciones en la proteína codificada. 

La búsqueda con la secuencia completa de aminoácidos de DGAT2 de T. pseudonana en la base de datos de 
proteínas NCBI (BLASTP) revela polipéptidos con una homología de secuencia significativa a TpDGAT2, varios de 
los cuales se muestran alineados con TpDGAT2 en la FIG. 2. El dominio conservado diacilglicerol transferasa tipo 2 
se alinea en la FIG. 2, y consiste en los residuos de aminoácidos 236 – 365 en TpDGAT2 y los residuos 10
correspondientes de los otros polipéptidos DGAT2 representados. El domino conservado diacilglicerol transferasa 
tipo 2 se describe dentro de la base de datos de dominios conservados de NCBI 
ncbi(PUNTO)nlm(PUNTO)nih(PUNTO)gov/Structure/cdd/wrpsb(PUNTO)cgi. Las secuencias de polipéptidos que son 
homólogas a este dominio conservado confieren a las proteínas que las contienen la actividad de diacilglicerol de
tipo 2 de TpDGAT2.15

Los expertos corrientes en la técnica entienden que los polipéptidos con secuencias homólogas se pueden diseñar
para exhibir la misma estructura y funciones que sus homólogos. El experto en la técnica está capacitado para 
diseñar polipéptidos homólogos a aquellos descritos específicamente en los ejemplos de esta descripción mediante 
el alineamiento de secuencias de la FIG. 2. Tales polipéptidos homólogos pueden ser aquellos que contienen 
sustituciones conservadoras con polipéptidos de la presente descripción, por ejemplo los polipéptidos de SEQ ID 20
NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 
17, o SEQ ID NO: 19. Aquellos que son expertos en la técnica conocen ensayos experimentales simples que 
determinan qué proteínas homólogas exhiben actividad diacilglicerol transferasa de tipo 2 sustancialmente similar a 
TpDGAT2. Tales ensayos no son excesivamente costosos en tiempo, caros, o difíciles técnicamente. Por ejemplo, 
se puede utilizar cromatografía de gases convencional para detectar TAG producido por TpDGAT2. Se describen 25
varios de estos ensayos en los ejemplos detallados más adelante. 

C. Uso de moléculas de ácido nucleico para transformar con actividad DGAT2

Se debe entender que las realizaciones descritas no incluyen las secuencias genómicas de nucleótidos tomadas en 
su ambiente natural; esto quiere decir, en el genoma natural de T. pseudonana, Chlamydomonas reinhardtii, 
Ostreococcus lucimarinus, Ostreococcus tauri, o Phaeodactylum tricornutum. Algunas realizaciones se refieren a 30
secuencias que ha sido posible aislar, purificar o purificar parcialmente, a partir de métodos de separación tales 
como, por ejemplo, cromatografía de intercambio iónico, mediante exclusión basada en tamaño molecular, o 
mediante afinidad, o alternativamente técnicas de fraccionamiento basadas en la solubilidad en diferentes 
disolventes, o a partir de métodos de ingeniería genética tales como amplificación, clonar, y subclonar, siendo 
posible que vectores porten las secuencias..35

Se incluyen además moléculas de ácidos nucleicos que hibridan con las secuencias anteriormente descritas. Las 
condiciones de hibridación pueden ser estrictas en las que la hibridación ocurrirá si hay al menos 90%, 95% o 97% 
de identidad con las moléculas de ácido nucleico que codifican las moléculas de DGAT2 descritas. Las condiciones 
estrictas pueden incluir aquellas utilizadas para las hibridaciones Southern conocidas, tales como, por ejemplo, 
incubación durante la noche a 42ºC en una disolución que tiene un 50% de formamida, 5 x SSC (150 mM de NaCl, 40
15 mM de citrato de trisodio), 50 mM de fosfato de sodio (pH 7,6), 5 x de solución de Denhardt, 10% de sulfato de 
dextrano, y 20 microgramos/mililitro de ADN de esperma de salmón desnaturalizado y triturado, seguida de un 
lavado del soporte de la hibridación en 0,1 x SSC a aproximadamente 65ºC. Se conocen bien otras condiciones 
conocidas de hibridación y se describen en Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Tercera 
edición, Cold Sring Harbor, N.Y. (2001).45

El aislamiento y clonaje de ADN está bien establecido. De manera similar, mediante técnicas convencionales se 
puede insertar ADN que codifica una enzima aislada en un vector y transformar células de levadura. Sin embargo, 
como no se ha clonado ningún gen DGAT2 que pueda utilizar eficientemente VLCPUFA, no ha sido posible abordar 
la posibilidad de modificaciones genéticas mediante la modulación de la actividad DGAT2. Nosotros confirmamos 
que la DGAT2 está involucrada en la síntesis de TAG y que utiliza VLCPUFA más eficientemente que DGAT. 50

Moléculas de ácido nucleico que codifican para DGAT2, por ejemplo secuencias que tienen al menos 80% de 
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 29, SEQ 
ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 43, SEQ 
ID NO: 45, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ 
ID NO: 59, o SEQ ID NO: 61, se pueden transformar en un organismo, por ejemplo una planta. Tales secuencias 55
homólogas se ejemplifican mediante las SEQ ID NOS: 21 – 24. Tal y como se conoce en la técnica, hay varias 
maneras mediante las cuales se pueden introducir genes y construcciones de genes en organismos, por ejemplo 
plantas, y se han integrado con éxito una combinación de técnicas de transformación y cultivo de tejido en 
estrategias efectivas para crear organismos transgénicos, por ejemplo, plantas de cultivo. Se han descrito estos 
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métodos en otros lugares (Potrykus, 1991; Vasil, 1994, Walden y Wingender, 1995; Songstad, et al., 1995), y son 
bien conocidos para expertos en la técnica. Por ejemplo, un experto en la técnica será ciertamente consciente de 
que, además de la transformación de Arabidopsis mediada por Agrobacterium mediante infiltración al vacío 
(Bechtold et al., 1993) o inoculación de heridas (Katavic, et al., 1994), es igualmente posible transformar otras 
plantas y especies de cultivo, utilizando transformación mediada por Ti-plásmido de Agrobacterium (p. ej. infección 5
de heridas de hipocotilo (DeBlock, et al., 1989) o de peciolo de cotiledón (Moloney, et al. 1989)), bombardeo de 
partículas/métodos de biolística (Sanford, et al., 1987; Nehra, et al., 1994; Becker, et al., 1994) o métodos de 
transformación de protoplastos asistida por polietilenglicol (Rhodes, et al., 1988; Shimamoto, et al., 1989).

Hay  muchos ejemplos de modificaciones exitosas del metabolismo de plantas que se han conseguido mediante 
ingeniería genética para transferir genes nuevos o para alterar la expresión de los genes existentes, en plantas. 10
Ahora es posible introducir rutinariamente genes en muchas especies de plantas de importancia agronómica para 
mejorar el rendimiento de cultivo (p. ej. aceite de semillas o contenido/composición de almidón del tubérculo; mejora 
de la harina; resistencia a herbicidas, enfermedades o insectos; tolerancia a metales pesados etc.) (MacKenzie y 
Jain, 1997; Budziszewski et al., 1996; Somerville, 1993; Kishore y Somerville, 1993).

Como también será evidente para expertos en la técnica, y tal y como se describe en otros lugares (Meyer, 1995; 15
Dada, et al., 1997), es posible utilizar promotores de plantas para dirigir cualquier regulación al alza o a la baja que 
se pretenda de la expresión del transgén utilizando promotores constitutivos (p. ej., aquellos basados en CaMV35S), 
o utilizando promotores que pueden dirigir la expresión génica a células, tejidos particulares (p. ej. el promotor napin, 
para expresión de transgenes en cotiledones de semilla en desarrollo), órganos particulares (p. ej. raíces), a una 
etapa del desarrollo particular, o en respuesta a un estímulo externo particular (p. ej., un choque térmico). 20

Promotores para uso en la presente memoria pueden ser inducibles, constitutivos o específicos de tejido, o pueden 
tener varias combinaciones de dichas características. Los promotores que son útiles incluyen, pero no se limitan a, 
promotores constitutivos, p. ej., el promotor 35S del virus del anillo grabado del clavel (CERV), del virus del mosaico 
de la coliflor (CaMV), o más particularmente el promotor del virus del mosaico de la coliflor doblemente mejorado, 
que comprende dos promotores CaMV 35S en tándem (referido como un promotor “35S Doble”).25

En algunas circunstancias se puede desear el uso de un promotor específico de tejido o regulado por el desarrollo 
en lugar de un promotor constitutivo. Un promotor específico de tejido permite la sobreexpresión en ciertos tejidos 
sin afectar la expresión en otros tejidos. A modo ilustrativo, un promotor ACP es un promotor utilizado en la 
sobreexpresión de enzimas en tejido de semillas, tal y como se describe en la PCT International Publication WO 
92/18634, publicada el 29 de octubre de 1992. 30

El promotor y las regiones reguladoras terminadoras pueden ser funcionales en la célula de la planta huésped y 
pueden ser heterólogas (esto es, que no ocurren naturalmente) u homólogas (derivadas de la especie de planta 
huésped) para la célula de la planta y el gen. Los promotores adecuados que se pueden utilizar se han descritos 
anteriormente. 

La región reguladora terminadora se puede derivar de la región 3’ del gen a partir del cual se obtuvo el promotor o a 35
partir de otro gen. Las regiones terminadoras adecuadas que se pueden utilizar son bien conocidas en la técnica e 
incluyen el terminador de la nopalina sintasa (Tnos) de Agrobacterium tumefaciens, el terminador de la manopina 
sintasa (Tmas) de A. tumefaciens y el terminador 35S (T35S) de CaMV, la región terminadora de la subunidad 
pequeña de la ribulosa bifosfato carboxilasa (TrbcS) de guisante o la región terminadora de Tnos. Se pueden cribar 
adecuadamente la actividad de dichas construcciones genéticas y los niveles incrementados de isoprenoides40
mediante la transformación en una planta huésped mediante Agrobacterium. 

Adecuadamente, las secuencias de nucleótidos de los genes se pueden extraer de la base de datos de nucleótidos 
GenBank® (una marca registrada del Departamento de Salud y Servicios Humanos de EE. UU.) y se pueden utilizar
para buscar enzimas de restricción que no corten. Se pueden añadir a los genes estos sitos de restricción mediante 
métodos convencionales tales como incorporar estos sitios en cebadores de PCR o mediante subclonaje. 45

Preferiblemente, una construcción de ADN para uso en la presente memoria está comprendido dentro de un vector, 
lo más adecuadamente un vector de expresión adaptado para la expresión en una célula (de planta) hospedadora 
apropiada. Se apreciará que cualquier vector que sea capaz de producir una planta que comprenda la secuencia de 
ADN introducida será suficiente.

Los vectores que son adecuados son bien conocidos para aquellos expertos en la técnica y están descritos en 50
referencias técnicas generales tales como Pouwels et al., Cloning Vectors. A Laboratory Manual, Elsevier, 
Ámsterdam (1986). Los vectores particularmente adecuados incluyen los vectores del plásmido Ti. 

Las técnicas de transformación para introducir las construcciones de ADN en las células huésped son bien 
conocidas en la técnica e incluyen tales métodos como microinyección, usar polietilenglicol, electroporación, 
penetración balística de alta velocidad, o transformación mediada por Agrobacterium. Tras la transformación de las 55
células de la planta o de la planta, se pueden seleccionar aquellas células de la planta o plantas dentro de las cuales 
se ha incorporado el ADN deseado mediante métodos tales como la resistencia a antibióticos, resistencia a 
herbicidas, tolerancia a análogos de aminoácido, o utilizando marcadores fenotípicos.
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Se pueden utilizar varios ensayos para determinar si la célula de la planta muestra un aumento en la expresión del 
gen, por ejemplo, la detección mediante Northern blot o PCR cuantitativa de transcripción reversa (RT-PCR). Se 
pueden regenerar plantas transgénicas completas a partir de células transformadas mediante métodos 
convencionales. Dichas plantas transgénicas que tienen niveles mejorados de isoprenoides se pueden propagar y 
autopolinizar para producir líneas homocigotas. Dichas plantas producen semillas que contienen los genes para el 5
rasgo introducido y se pueden hacer crecer para producir plantas que producirán el fenotipo seleccionado.

Las plantas particularmente preferidas para modificación de acuerdo con la descripción presente incluyen 
Arabidopsis thaliana, borraja (Borago spp.), Canola, ricino (Ricinus communis) (Ricinus spp.), cacao (Theobroma
cacao) (Theobroma spp.), maíz (Zea mays) (Zea spp.), algodón (Gossypium spp.), Crambe spp., Cuphea spp., lino 
(Linnum spp.), Lesquerella spp. y Limnanthes spp., Linola, capuchina (Tropaeolum spp.), soja (Glycine spp. y Soja10
spp.), girasol (Helianthus spp.), tabaco (Nicotiana spp.), Vernonia spp., trigo (Triticum spp.), cebada (Hordeum spp.), 
arroz (Oryza spp.), avena (Avena spp.), sorgo (Sorghum spp.), centeno (Secale spp.) u otros miembros de la familia 
de plantas Gramineae.

Algunas realizaciones se utilizan para modificar el rendimiento o la composición del aceite de semillas producido a 
partir de cultivos oleaginosos. Los cultivos oleaginosos son especies de plantas que son capaces de generar aceites 15
comestibles o útiles industrialmente en rendimientos comercialmente importantes, e incluyen muchas de las 
especies de plantas enumeradas anteriormente. Dichos cultivos oleaginosos son bien conocidos para los expertos 
en la técnica.

En un ejemplo, se hacen crecer plantas transformadas con una secuencia de nucleótidos que codifica para una
DGAT2. Se recolectan semillas de las plantas transgénicas y se extraen ácidos grasos de las semillas. Los ácidos 20
grasos extraídos se utilizan para su incorporación subsecuente en una composición, por ejemplo, una composición 
farmacéutica, una composición nutricéutica o una composición alimentaria.

En ciertas realizaciones, se pueden utilizar con la planta a transformar otros métodos para aumentar o alterar la 
producción de aceite (p. ej., incorporar, para su expresión en la planta, una secuencia de ácido nucleico 
seleccionada del grupo que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica un péptido que tiene, por 25
ejemplo, actividad piruvato deshidrogenasa quinasa de Brassica (ver, p. ej., Patente de EE.UU. 7.214.859 de Marilla, 
et al. (8 de mayo de 2007), Patente de EE.UU. 6.500.670 de Zou, et al. (diciembre de 2002), y Patente de EE.UU. 
6.256.636 de Randall, et al. (julio de 2001), una secuencia de ácido nucleico que codifica un péptido que tiene 
actividad diacilglicerol aciltransferasa (ver, p. ej., Patente de EE.UU. 7.015.373 y Patente de EE.UU. 6.500.670 de 
Zou, et al. (diciembre de 2002), y una secuencia de ácido nucleico que codifica un péptido que tiene actividad 30
glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (ver, p. ej., Patente de EE.UU. 7.112.724 y combinaciones de las mismas).

Las realizaciones son susceptibles de varias modificaciones y formas alternativas además de aquellos ejemplos 
específicos descritos en detalle en la presente memoria. Por tanto, las realizaciones no se limitan a las formas 
particulares descritas. Más bien, el objetivo de la descripción abarca todas las modificaciones, equivalentes, y 
alternativas que se comprenden dentro de las reivindicaciones adjuntas.35

Ejemplos

Ejemplo 1: Manipulación de ADN

Se utilizaron métodos y procedimientos estándar para la preparación de ADN, la propagación de plásmidos y el 
aislamiento (Sambrook, et al., 1989). La secuenciación se realizó en un Applied Biosystems Model 373A DNA 
Sequencing System utilizando el Taq DyeDeoxyTM Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Inc.). Se 40
compararon las secuencias de nucleótidos y aminoácidos deducidas con secuencias disponibles en bancos de datos 
utilizando el programa BLAST (Altschul et al., 1990). Se identificaron los clones de la DGAT2 en base a la homología 
con otros genes de diacilglicerol aciltransferasa de ácidos grasos en las bases de datos de nucleótidos y proteínas 
de NCBI como se conoce en la técnica.

Ejemplo 2: Triacilglicerol (TAG) formado in vivo en levaduras transformadas mediante la expresión de TpDGAT245

Se insertó el gen DGAT2 en pYES2.1 (Invitrogen). Se confirmó la construcción mediante secuenciación y se utilizó 
pYES2.1/TpDGAT2 para transformar la cepa H1246 MAT – α de Saccharomyces cerevisiae. Esta cepa mutante es 
un mutante cuádruple (DGAT -, PDAT -, ASAT -, ASAT2 -). Se aisló ADN del plásmido a partir de transformantes 
putativos y se confirmó la presencia de pYES2.1/TpDGAT2 mediante análisis Southern. Se utilizaron transformantes 
H1246 MAT – α que contenían únicamente el vector (pYES2.1) como control. H1246 MAT – α transformadas con 50
DGAT1 de Arabidopsis thaliana sirvieron como control positivo.

Se cultivaron colonias individuales durante la noche en 20 ml de medio SD (medio de Dextrosa Sintética con glucosa 
y sin uracilo, como se describe en Ausubel, et al. 1995, Vol. 2, p. 13.1.3) en un agitador rotatorio (270 rpm) a 28ºC. 
Se formó un pellet de células a partir del cultivo durante la noche y se resuspendió en 50 ml de medio para la 
inducción de la expresión (medio SD que contiene galactosa y sin uracilo). Se volvieron a incubar las células a 28ºC, 55
con agitación a 270 rpm, y se recolectaron después de cuatro a seis horas. Se recolectaron levaduras 
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transformantes inducidas por GAL mediante centrifugación a 5.000 rpm durante 5 min. y se resuspendieron en 100 
mM Hepes NaOH, pH 7,4, que contenía 1 mM EDTA y 1 mM DTT.

En referencia a la FIG. 9, no se produjo TAG en el vector vacío, control negativo (carril 8), mientras que el control 
positivo (carril 1) mostró una banda de TAG. Cada uno de los vectores que contenían DGAT2 (carriles 2 - 6) mostró 
una banda de TAG que confirmó que DGAT2 tiene la capacidad de sintetizar TAG. El carril a la derecha del carril 8 5
se cargó con un estándar de TAG que se utilizó como un marcador de TAG.

Ejemplo 3: Preferencia de sustrato de la DGAT2

Se prepararon lisados de células utilizando bolas de cristal lavadas con ácido como se describe en Ausubel, et al., 
(1995). Se midió la proteína en los lisados de levadura utilizando el ensayo de Bradford (1976), se normalizaron los 
niveles de proteína en cada lisado y se realizaron ensayos de actividad de DGAT2 de alícuotas (250 µg de proteína).10

Los ensayos de DGAT se llevaron a cabo a pH 7,4, con agitación a 100 rev/min en un baño de agua a 30ºC durante 
10 min. Las mezclas de ensayo (0,5 ml de volumen final) contenían 100 µg de lisado de proteína, 90 mM de HEPES-
NaOH, 200 µM de sn-1,2 dioleína, y 18 µM de 14C Acil-CoAs (actividad específica 2 nCi/nmol) como el donante de 
acil. Los TAGs marcados con 14C se aislaron mediante TLC en placas de gel G de sílice desarrolladas en
hexano:dietiléter:ácido acético (70:30:1 v/v/v), las bandas de TAG radiomarcado se visualizaron en un escáner de 15
radio-TLC Bioscan AR-2000 utilizando el programa Win-Scan 2D® (Bioscan Inc., Washington D.C., EE.UU.) y las 
bandas se rascaron y cuantificaron como se describe en Taylor, et al. (1991).

Ejemplo 4: Composición de ácidos grasos de los transformantes TpDGAT2

Se transformó la cepa H1246 MAT – α de S. cerevisiae con A. thaliana/pYES2.1 o T. pseudonana/pYES2.1. Los 
transformantes se hicieron crecer durante 3 días a 28ºC y se indujeron mediante galactosa. Los transformantes se 20
trataron o con nada (control), o con 50 µM DHA o con 150 µM DHA. El perfil de ácidos grasos en base al análisis de 
cromatografía de gas convencional de tres transformantes que contienen AtDGAT1/pYES2.1 y tres transformantes 
que contienen TpDGAT2/pYES2.1 se muestran en la Tabla 1.

Los ácidos grasos se identificaron como 16:0, 16:1, 18:0, 18:1 (ácido oleico), y 22:6 (DHA); y la composición de cada 
uno se presenta como un porcentaje del total de ácidos grasos. La expresión de DHA aumentó desde cero en la 25
cepa control hasta 6,01% en la TpDGAT2/pYES2.1 de 150µM y fue más del doble que aquella de AtDGAT/pYES2.1
de 150 µM (Tabla 1). Estos resultados confirman además que TpDGAT2 utiliza ácidos grasos DHA más 
eficientemente que DGAT1.

En términos de composición de ácidos grasos, las líneas mutantes que contienen ADNc de DGAT2 mostraron una 
disminución en los saturados totales, y un aumento en los insaturados como se muestra en la Tabla 1. Dichos 30
cambios van todos hacia un perfil de aceite “más saludable” y se pueden aplicar directamente a Canola, otras 
oleaginosas en las Brassicaceae y otros cultivos oleaginosos comestibles para producir mejoras similares en la 
composición de aceite.

Tabla1. Composición de ácidos grasos de TAG expresados mediante DGAT2 y DGAT1 en la levadura mutante 
H1246 MAT – α.35

Composición de ácidos 
grasos

Tratamiento % 16:0 % 16:1 % 18:0 % 18:1 %22:6 % Sat. % Insat.

AtDGAT/pYES2.1 – sin 
alimentación

13,93 35,71 17,84 32,51 0,00 31,78 68,22

AtDGAT/pYES2.1 – 50 
µM DHA

19,68 27,54 16,51 34,82 1,46 36,18 62,36

AtDGAT/pYES2.1 –
150 µM DHA

19,24 27,83 15,21 35,08 2,63 34,45 62,91

TpDGAT2/pYES2.1 –
sin alimentación

10,03 30,23 13,83 45,90 0,00 23,87 76,13

TpDGAT2/pYES2.1 –
50 µM DHA

6,43 35,39 8,49 45,07 4,62 14,92 80,47

TpDGAT2/pYES2.1 –
150 µM DHA

5,77 31,73 11,57 44,93 6,01 17,34 76,66
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Ejemplo 5: Sobreexpresión del ADNc de DGAT2 en A. thaliana silvestre

Se utiliza el ADNc de tamaño completo de DGAT2 como un molde para la amplificación por PCR. Se escinde un 
fragmento mediante digestión con endonucleasa de restricción y se liga en los sitios correspondientes de un vector. 
La integridad de la construcción se confirma mediante secuenciación.

El vector se introduce en A. tumefaciens, utilizado para transformar A. thaliana silvestre, y se analiza mediante la 5
progenie.

Ejemplo 6: Construcción del vector de transformación de plantas de ADNc de DGAT2 para la expresión específica 
en semillas

Se utiliza el ADNc de tamaño completo de DGAT2 como un molde para la amplificación por PCR con cebadores 
para proporcionar nuevos sitios de restricción en cada extremo de la secuencia. El perfil de la PCR es como sigue: 10
94ºC 1 minuto; 30 ciclos de 94ºC 30 segundos, 55ºC 30 segundos, 72ºC 1 minuto; y 72ºC 5 minutos. El producto de 
PCR es entonces ligado dentro del vector de PCR 2.1 (Invitrogen). Se escinde un fragmento y se liga dentro de los 
sitios correspondientes de un vector. La integridad de la construcción se confirma mediante secuenciación.

Ejemplo 7: Transformación de Agrobacterium con construcciones de vector de DTAG2 de planta

Se preparan las células de Agrobacterium electrocompetentes, cepa GV3101 (pMP90), como sigue: se hace crecer 15
un cultivo de Agrobacterium 24 a 48 horas en 2YT, y cuando la absorbancia a 600 nm alcanza 0,5 a 0,7, se enfrían 
las células en hielo y se forma un pellet mediante centrifugación (5.000 x g, 10 minutos en un rotor GSA a 4ºC). El 
pellet se lava en 1, 0,5 y 0,02 volúmenes de glicerol 10% estéril frío y se resuspende en 0,01 volúmenes de glicerol 
10% frío. Entones, las células electrocompetentes se congelan en N2 líquido y se almacenan a -70ºC. Las células de 
Agrobacterium se transforman mediante electroporación con 20 – 50 ng de ADN de transformación de acuerdo con 20
las instrucciones del fabricante, se siembran en placas en medio selectivo (LB con 50 µg/ml de kanamicina) y se 
incuban durante la noche a 28ºC. Las células transformantes individuales se hacen crecer durante la noche (28ºC, 
225 rpm) en 5 ml de LB con 50 µg/ml de kanamicina y 25 µg/ml de gentamicina. Se realizan extracciones y 
purificaciones de ADN. La fidelidad de la construcción se vuelve a verificar mediante secuenciación de ADN antes de 
la transformación de la planta.25

Ejemplo 8: Transformación de Arabidopsis thaliana

Se hacen crecer semillas de A. thaliana a 22ºC bajo iluminación fluorescente (120 µE·m-2S-1) en un régimen de 16 
horas de luz/8 horas de oscuridad. Se cultivaron de cuatro a seis plantas en un tiesto de 10 cm2 en TERRA-LITE 
REDI-EARTH húmeda (W. R. Grace & Co. Canadá Ltd. Ajax, ON, Canadá). Para prevenir que la mezcla de tierra del 
tiesto caiga en el medio de inoculación, la tierra se amontona a modo de plataforma con las semillas sembradas en 30
lo alto, y todo el tiesto se cubre con una tela mosquitera de nailon y se asegura con una goma elástica. Las plantas 
se infiltran al vacío con una suspensión de Agrobacterium cuando las primeras flores comienzan a abrirse.

Para hacer crecer Agrobacterium, se cultiva durante la noche a 28ºC una suspensión de 5 ml en medio LB que 
contiene 50 µg/ml de kanamicina y 25 µg/ml de gentamicina. El día anterior a la infiltración, este “cultivo semilla” se 
divide en cuatro matraces que contienen 250 ml de medio LB suplementado con 50 µg/ml de kanamicina y 25 µg/ml 35
de gentamicina. Estos cultivos se hacen crecer durante la noche a 28ºC. En la mañana siguiente se comprueba la 
absorbancia a 600 nm (aproximadamente = 1,0), se recolectan las células mediante centrifugación (5.000 x g, 10 
minutos en un rotor GSA a temperatura ambiente) y se resuspenden en el medio de infiltración (5% sacarosa; 
0,005% Silwet-77 en agua) para obtener una densidad óptica a 600 nm de 0,8.

La suspensión de Agrobacterium se vierte en un matraz y las plantas cultivadas en tiestos se invierten dentro del 40
matraz de modo que las flores y los tallos florales se sumergen. El matraz se sitúa dentro de una campana de cristal
y se realiza vacío utilizando una bomba de vacío, hasta que se forman burbujas en la superficie del tallo y la 
disolución comienza a burbujear ligeramente, y entonces se libera el vacío rápidamente. El tiempo y presión 
necesarios variará de un montaje de laboratorio a otro, pero una buena infiltración es visiblemente aparente como un 
tejido empapado en agua uniformemente oscurecido. Se quitan los tiestos del matraz, se sitúan de lado en una 45
bandeja de plástico y se cubren con una cúpula de plástico, para mantener la humedad. El día siguiente, las plantas 
se descubren, se sitúan en posición vertical y se dejan crecer durante aproximadamente cuatro semanas en una 
cámara de cultivo bajo condiciones de luz continua, tal y como se describe en Katavic, et al., (1995). Cuando las 
silicuas maduran y se secan, se recogen las semillas y se realiza una selección de transformantes positivos.

Ejemplo 9: Transformación de Brassica napus50

La transformación se realiza esencialmente como describen Moloney, et al., 1989, Plant Cell Reports 8:238 – 242.

Para los estudios de transformación se utiliza la cepa GV3101/pMP90 de A. tumefaciens (Koncz C. y Schell, J., 
1986, Mol. Gen. Genet. 204:383 – 396). Se recolecta un cultivo bacteriano en fase estacionaria en caldo de cultivo 
LB (Difco, EE.UU.) (100 ml) mediante centrifugación y se resuspende en 10 ml de caldo de cultivo LB fresco con 1% 
de DMSO (dimetil sulfóxido) (Sigma, EE.UU.) como un crioprotector. Se almacenan alícuotas de 200 µl a -20ºC 55
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hasta su uso para transformación, en donde se añade una alícuota de bacteria a 2 ml de Caldo de Cultivo de 
Infusión de Cerebro y Corazón (Difco, EE.UU.) que contiene un 2% de sacarosa, 50 µM de acetosiringona, pH 5,6 y 
se incuba durante la noche a 28ºC. La densidad de células bacterianas es aproximadamente 1x109 células por ml.

Se exponen explantes de cotiledón a Agrobacterium que contiene el vector de transformación de planta de acuerdo 
con el método de Moloney, et al. (1989), Plant Cell Rep 8:238 – 242. La superficie de corte del peciolo de los 5
explantes se sumerge brevemente en el cultivo de bacterias. Los explantes se insertan en el medio de co-cultivo de 
modo que la superficie de corte está en contacto con el medio. Se colocan diez explantes en cada placa de Petri de 
100 x 15 mm. Las placas de co-cultivo se sellan con plástico de envolver STRETCH’N SEALTM. Las placas se 
incuban durante tres días en una cámara de crecimiento con condiciones de temperatura y fotoperiodo, como 
anteriormente, respecto a la etapa de germinación de las semillas. Los explantes se transfieren entonces al medio 10
de selección.

Tras 3 o 4 semanas en el medio de selección, los brotes verdes que se regeneran (transformantes putativos) se 
escinden y se transfieren a un medio de selección fresco para un crecimiento continuado. Cuando los brotes verdes 
consiguen una longitud de 1,5 – 2,0 cm se transfieren a un medio de enraizamiento. Los brotes transgénicos 
putativos se criban para detectar la expresión del gen gus esencialmente como describe Jefferson, R. A. (1987), 15
Plant Mol. Biol. Rep. 5:387 – 405. La presencia de una mancha azul se considera como una prueba de la 
transformación.

La confirmación de la transformación se establece mediante selección con kanamicina, Southern blots, PCR 
(reacción en cadena de la polimerasa) y análisis de progenie.

Ejemplo 10: Selección de transformantes putativos (plantas transgénicas) y análisis de plantas transgénicas20

Las semillas se recolectan en masa para cada construcción. Se esteriliza la superficie de las semillas 
sumergiéndolas en una disolución que contiene un 20% de lejía y 0,01% de Triton X-100 durante 20 minutos, 
seguido de tres lavados con agua estéril. Las semillas esterilizadas se cultivan en placas volviéndolas a suspender 
en fitoagar al 0,1% estéril a temperatura ambiente (alrededor de 1 ml de fitoagar por cada 500 – 1.000 semillas), y 
aplicando un volumen que contiene 2.000 – 4.000 semillas en una placa de selección con kanamicina de 150 x 15 25
mm. Las placas se incuban durante dos días en frío sin luz, y se hacen crecer durante siete a diez días en un 
ambiente controlado (22ºC bajo iluminación fluorescente (120 µE·m-2s-1) en un régimen de 16 horas de luz/8 horas 
de oscuridad). El medio de selección contiene 1/2 de medio MSG, 0,8% de fitoagar, 3% de sacarosa, 50 µg/ml de 
kanamicina y 50 µg/ml de Timentin. Las placas de Petri y las tapas se sellan con un esparadrapo MicroporeTM (3M 
Canadá, London, ON, Canadá). Tras siete a diez días, las plantas resistentes a antibiótico que tienen hojas verdes y 30
raíces bien consolidadas dentro del medio se identifican como transformantes, y en la etapa de tres a cinco hojas, 
los transformantes seleccionados se trasplantan en semilleros rellenos con una mezcla de tierra muy húmeda. Los 
transformantes se hacen crecer hasta la madurez y la semillas maduras (generación T2 tal y como se define en 
Katavic, et al. (1994)) de las plantas individuales se recolectan, y después se analizan.

Se aísla ADN genómico a partir de plantas individuales T1. Se realiza una amplificación por PCR para confirmar la 35
presencia del ADNc o del gen, respectivamente, en los transformantes T1. Se realizan análisis Southern para 
seleccionar los transformantes que contienen una sola copia del fragmento insertado. Las muestras de ADN se 
digieren con enzimas de restricción, y se determinan mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, y se realizan 
Southern blots utilizando un filtro de nailon (Hybond-N+, Ámsterdam). El fragmento de ADNc DGAT2, marcado con 
α-[32P] dCTP (NEN/DuPont), se utiliza como una sonda. La hibridación se realiza a 60ºC. El filtro se expone 40
entonces a una película Kodak X-OMAT-AR.
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<213> Artificial5

<220>
<223> Mutante de I343L

<400> 10

<210> 1110
<211> 456
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Mutante de E365K15

<400> 11
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<210> 12
<211> 1432
<212> DNA
<213> Artificial5

<220>
<223> Mutante de E365K

<400> 12

<210> 1310
<211> 456
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Mutante de L400I15
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<400> 13
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<210> 14
<211> 1432
<212> DNA5
<213> Artificial

<220>
<223> Mutante de L400I

<400> 14

10

<210> 15
<211> 124
<212> PRT15
<213> Artificial

E08868776
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<220>
<223> Dominio catalítico

<400> 15

<210> 165
<211> 372
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Dominio catalítico10

<400> 16

<210> 17
<211> 124
<212> PRT15
<213> Artificial

<220>
<223> Dominio catalítico del mutante de V298I

E08868776
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<400> 17

<210> 18
<211> 372
<212> DNA5
<213> Artificial

<220>
<223> Dominio catalítico del mutante de V298I

<400> 18

10

<210> 19
<211> 124
<212> PRT
<213> Artificial

<220>15
<223> Dominio catalítico del mutante de I343L

<400> 19

E08868776
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<210> 20
<211> 372
<212> DNA5
<213> Artificial

<220>
<223> Dominio catalítico del mutante de I343L

<400> 20

10

<210> 21
<211> 1432
<212> DNA
<213> Artificial

<220>15
<223> 80% de homología de la secuencia nucleotídica con TpDGA2

<400> 21

20

<210> 22
<211> 1432

E08868776
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<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> 85% de homología de la secuencia nucleotídica conTpDGA2

<400> 225

<210> 23
<211> 1432
<212> DNA
<213> Artificial10

<220>
<223> 90% de homología de la secuencia nucleotídica con TpDGA2

<400> 23

15

<210> 24
<211> 1432

E08868776
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<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> 95% de homología de la secuencia nucleotídica con TpDGA2

<400> 245

<210> 25
<211> 309
<212> PRT
<213> T. pseudonana10

<400> 25

E08868776
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<210> 26
<211> 930
<212> DNA5
<213> T. pseudonana

<400> 26

E08868776
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<210> 27
<211> 158
<212> PRT5
<213> T. pseudonana

<400> 27

<210> 28
<211> 47710
<212> DNA
<213> T. pseudonana

<400> 28

15

<210> 29
<211> 376
<212> PRT
<213> T. pseudonana20
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<400> 29
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<210> 30
<211> 1131
<212> DNA5
<213> T. pseudonana

<400> 30

<210> 31
<211> 34610
<212> PRT
<213> Chlamydomonas reinhardtii

<400> 31

E08868776
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<210> 32
<211> 1041
<212> DNA5
<213> Chlamydomonas reinhardtii
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<400> 32

<210> 33
<211> 413
<212> PRT5
<213> Chlamydomonas reinhardtii

<400> 33
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<210> 34
<211> 1241
<212> DNA5
<213> Chlamydomonas reinhardtii

<400> 34
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<210> 35
<211> 320
<212> PRT5
<213> Chlamydomonas reinhardtii

<400> 35
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<210> 36
<211> 963
<212> DNA5
<213> Chlamydomonas reinhardtii

<400> 36

<210> 37
<211> 32410
<212> PRT
<213> Chlamydomonas reinhardtii

<400> 37
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<210> 38
<211> 975
<212> DNA5
<213> Chlamydomonas reinhardtii

<400> 38
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<210> 39
<211> 327
<212> PRT5
<213> Chlamydomonas reinhardtii

<400> 39

E08868776
11-01-2017ES 2 610 482 T3

 



45

<210> 40
<211> 984
<212> DNA5
<213> Chlamydomonas reinhardtii

<400> 40

<210> 41
<211> 46910
<212> PRT
<213> Ostreococcus lucimarinus

<400> 41

15
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<210> 42
<211> 1410
<212> DNA
<213> Ostreococcus lucimarinus5

<400> 42

<210> 43
<211> 316
<212> PRT10
<213> Ostreococcus lucimarinus

<400> 43
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<210> 44
<211> 951
<212> DNA5
<213> Ostreococcus lucimarinus

<400> 44
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<210> 45
<211> 338
<212> PRT5
<213> Ostreococcus lucimarinus

<400> 45
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<210> 46
<211> 1017
<212> DNA5
<213> Ostreococcus lucimarinus

<400> 46

<210> 47
<211> 35010
<212> PRT
<213> Ostreococcus lucimarinus

<400> 47
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<210> 48
<211> 1053
<212> DNA5
<213> Ostreococcus lucimarinus
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<400> 48

<210> 49
<211> 421
<212> PRT5
<213> Ostreococcus tauri

<220>
<221> caract_misc
<222> (58)..(65)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural10

<400> 49
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<210> 50
<211> 1266
<212> DNA5
<213> Ostreococcus tauri

<220>
<221> caract_misc
<222> (174)..(193)
<223> n es a, c, g, o t10
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<400> 50

<210> 51
<211> 325
<212> PRT5
<213> Ostreococcus tauri

<400> 51
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<210> 52
<211> 978
<212> DNA5
<213> Ostreococcus tauri

<400> 52

<210> 53
<211> 31410
<212> PRT
<213> Ostreococcus tauri
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<400> 53

<210> 545
<211> 945
<212> DNA
<213> Ostreococcus tauri
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<400> 54

<210> 55
<211> 354
<212> PRT5
<213> Ostreococcus tauri

<400> 55
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<210> 56
<211> 1065
<212> DNA5
<213> Ostreococcus tauri

<400> 56

10

<210> 57
<211> 359
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<212> PRT
<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 57
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<210> 58
<211> 1080
<212> DNA5
<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 58

<210> 59
<211> 39210
<212> PRT
<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 59

15
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<210> 60
<211> 11795
<212> DNA
<213> Phaeodactylum tricornutum
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<400> 60

<210> 61
<211> 329
<212> PRT5
<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 61
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<210> 62
<211> 990
<212> DNA5
<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 62

<210> 63
<211> 32010
<212> PRT
<213> Phaeodactylum tricornutum
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<400> 63

<210> 645
<211> 963
<212> DNA
<213> Phaeodactylum tricornutum

ES 2 610 482 T3
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<400> 64
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido aislado o purificado que comprende una secuencia que tiene al menos 90% de identidad de 
secuencia con la SEQ ID NO: 15, en donde el polipéptido tiene actividad diacilglicerol aciltransferasa.

2. El polipéptido aislado o purificado de la reivindicación 1, en donde el polipéptido tiene al menos 90% de identidad 
de secuencia con la SEQ ID NO: 1.5

3. Una molécula de ácido nucleico aislada o purificada que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con la 
SEQ ID NO: 2, en donde dicha molécula de ácido nucleico codifica el polipéptido aislado o purificado de la 
reivindicación 1.

4. La molécula de ácido nucleico de la reivindicación 3, en donde la molécula de ácido nucleico está presente en un 
vector.10

5. Una planta transgénica que incluye la molécula de ácido nucleico de la reivindicación 3.

6. Una célula de levadura transformada con la molécula de ácido nucleico de la reivindicación 3.

7. Un método para incrementar los niveles de ácidos grasaos poliinsaturados de cadena muy larga en una planta, 
comprendiendo el método:

introducir en la planta una construcción de ácido nucleico que comprende un polinucleótido que codifica un 15
polipéptido que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con un polipéptido seleccionado del grupo que 
consiste en SEQ ID NOS: 1 y 15, estando incrementados los niveles de ácidos grasos poliinsaturados de cadena 
muy larga en comparación con los niveles en una planta que carece de la construcción de ácido nucleico.

8. El método de acuerdo con la reivindicación 7, en donde la construcción de ácido nucleico se introduce en la planta 
mediante transformación mediada por Agrobacterium.20

9. El método de acuerdo con la reivindicación 7, comprendiendo el método además: introducir un polinucleótido que 
codifica un polipéptido con actividad piruvato deshidrogenasa quinasa de Brassica, un polipéptido con actividad 
diacilglicerol acetiltransferasa, y/o un polipéptido con actividad glicerol-3-fosfato deshidrogenasa en la planta.

10. El método de acuerdo con la reivindicación 7, en donde la planta se selecciona del grupo que consiste en 
Arabidopsis thaliana, Borago spp., Canola, Ricinus spp., Theobroma spp., Zea spp., Gossypium spp., Crambe spp., 25
Cuphea spp., Linum spp., Lesquerella spp., Lamnanthes spp., Linola, Tropaeolum spp., Oenothera spp., Elaeis spp., 
Archis spp., colza, Carthamus spp., Glycine spp., Soja spp., Helianthus spp., Nicotiana spp., Vernonia spp., Triticum
spp., Hordeum spp., Oryza spp., Avena spp., Sorghum spp., Secale spp., Brassicaceae, y otros miembros de la 
familia de plantas Gramineae.

11. Una planta producida por el método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 – 10.30

12. Una semilla que comprende el ácido nucleico de la reivindicación 3 recolectada a partir de la planta producida 
mediante el método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 – 10.

13. El método de acuerdo con la reivindicación 7, que comprende además: recolectar una semilla de la planta.
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