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DESCRIPCIÓN

Reducción del contenido de ácidos grasos saturados en semillas de plantas

Campo técnico

La presente invención se refiere a moléculas de ácidos nucleicos que codifican ciertas enzima delta-9 desaturasas,, 
un polipéptido quimérico de delta-9-desaturasa, y métodos de expresar las mismas en una célula vegetal. Algunas 5
realizaciones se refieren a la utilización de la actividad de ciertas enzimas delta-9 desaturasas para disminuir la 
composición porcentual de ácidos grasos saturados en materiales de plantas (por ejemplo, semillas) y aumentar la 
composición porcentual de ácidos grasos ω-7. También se describe en este documento plantas y materiales de 
plantas producidos por métodos en realizaciones particulares.

Antecedentes de la invención10

Los aceites derivados de vegetales han sustituido gradualmente a los aceites y grasas de origen animal como la 
principal fuente de ingesta de grasas en la dieta. Sin embargo la ingesta de grasas saturadas en los países más 
industrializados se ha mantenido en alrededor del 15% al 20% del consumo total de calorías. En sus esfuerzos para 
promover estilos de vida más saludables, el departamento de agricultura de los Estados Unidos (USDA) ha 
recomendado recientemente que las grasas saturadas sean menos del 10% de la ingesta calórica diaria. Para 15
facilitar la concienciación del consumidor, las directrices de etiquetado actuales emitidas por el USDA requieren 
ahora que los niveles de ácidos grasos saturados totales sean inferiores a 1,0 gramos por 14 gramos de ingesta 
para recibir la etiqueta de "bajo-sat" y menos de 0,5 g por 14 gramos de ingesta para recibir la etiqueta "no-sat". Esto 
significa que el contenido de ácidos grasos saturados de aceites vegetales debe de ser menor del 7% y del 3,5% 
para recibir la etiqueta "bajo-sat" o "no-sat", respectivamente. Desde la emisión de estas directrices, se ha producido 20
un aumento de la demanda de los consumidores por los aceites "bajo-sat" y "no-sat". Hasta la fecha, esta demanda 
se ha satisfecho principalmente con aceite de canola, y en un grado mucho menor con aceites de girasol y cártamo.

Mientras que las grasas insaturadas (monoinsaturadas y poliinsaturadas) son beneficiosas (especialmente cuando 
se consumen con moderación), las grasas saturadas y trans no lo son. Las grasas saturadas y las grasas trans 
elevan los niveles de colesterol LDL indeseable en la sangre. El colesterol de la dieta también eleva el colesterol 25
LDL y puede contribuir a enfermedades cardiacas incluso sin elevar el LDL. Por tanto, es recomendable elegir 
alimentos bajos en grasas saturadas, grasas trans y colesterol como parte de una dieta saludable.

Las características de los aceites, tanto de origen vegetal como animal, están determinadas predominantemente por 
el número de átomos de carbono e hidrógeno en la molécula de aceite, así como el número y posición de los dobles 
enlaces comprendidos en la cadena del ácido graso. La mayoría de los aceites derivados de las plantas están 30
compuestos de cantidades variables de los ácidos grasos palmítico (16:0), esteárico (18:0), oleico (18:1), linoleico 
(18:2) y linolénico (18:3). Convencionalmente, los ácidos palmítico y esteárico se designan como "saturados", porque 
sus cadenas de carbono están saturadas con átomos de hidrógeno, y por lo tanto no tienen dobles enlaces; 
contienen el número máximo de átomos de hidrógeno posibles. Sin embargo, los ácidos oleico, linoleico, y linolénico 
son cadenas de ácidos grasos de 18 carbonos que tienen uno, dos, y tres dobles enlaces, respectivamente, en la 35
cadena. El ácido oleico se considera típicamente un ácido graso monoinsaturado, mientras que el ácido linoleico y 
linolénico se consideran ácidos grasos poliinsaturados. La definición del USDA de productos de aceite "no sat" como 
aquellos que tienen menos de 3,5% de contenido de ácidos grasos se calcula como el contenido de ácido graso 
saturado combinado contenido en peso (comparado con la cantidad total de ácidos grasos).

El aceite de canola tiene el nivel más bajo de ácidos grasos saturados de todos los aceites vegetales. "Canola" se 40
refiere a la colza (Brassica) que tiene un contenido de ácido erúcico (C22:1) de a lo sumo 2% en peso, basado en el 
contenido de ácido graso total de la semilla (preferiblemente a lo sumo 0,5% en peso, y lo más preferiblemente 
esencialmente 0% en peso), y que produce, después de la molienda, una pasta secada al aire que contiene menos 
de 30 µmol/g de pasta desgrasada (libre de aceite). Estos tipos de colza se distinguen por su calidad como 
comestibles en comparación con las variedades más tradicionales de la especie.45

Se postula que, en semillas de plantas oleaginosas, la síntesis de ácidos grasos se produce principalmente en los 
plástidos. El producto principal de la síntesis de ácidos grasos es palmitato (16:0), que parece ser alargado de 
manera eficiente a estearato 18:0). Mientras que están aún en el plástido, los ácidos grasos saturados a 
continuación se pueden desaturar por una enzima conocida como acil-ACP delta-9 desaturasa, que introduce uno o 
más dobles enlaces carbono-carbono. Específicamente, el estearato se puede desaturar rápidamente mediante una 50
enzima delta-9 desaturada plastidial para producir oleato (18:1). De hecho, el palmitato también se puede desaturar 
a palmitoleato (16:1) por la delta-9 desaturasa del plástido, pero este ácido graso aparece sólo en cantidades traza 
(0-0,2%) en la mayoría de los aceites vegetales. Por lo tanto, los principales productos de la síntesis de ácidos 
grasos en el plástido son palmitato, estearato y oleato. En la mayoría de los aceites, el oleato es el principal ácido 
graso sintetizado, ya que los ácidos grasos saturados están presentes en proporciones mucho más bajas.55

Los ácidos grasos sintetizados recientemente se exportan fuera del plástido al citoplasma. La desaturación 
subsiguiente de los ácidos grasos de las plantas en el citoplasma parece estar limitada al oleato, que se puede 
desaturar a linoleato (18:2) y linolenato (18:3) por desaturasas del microsoma que actúan sobre sustratos de oleoil o 
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lineoleoil esterificados por la fosfatidilcolina (PC). Además dependiendo de la planta, el oleato se puede modificar 
adicionalmente por alargamientos (a 20:1, 22:1, y/o 24:1), o por la adición de grupos funcionales. Estos ácidos 
grasos, junto con los ácidos grasos saturados, palmitato y estearato, se ensamblan después en triglicéridos en las 
membranas endorreticulares.

La enzima acil-ACP delta-9 desaturasa de las plantas es soluble. Está localizada en el estroma del plástido, y usa 5
ácidos grasos sintetizados recientemente esterificados por ACP, predominantemente estearil-ACP, como sustratos. 
Esto es, diferente a las otras enzimas delta-9 desaturasas, que están localizadas en la membrana reticular 
endoplasmática (ER, o microsómica), usan ácidos grasos esterificados por Co-A como substratos, y desaturan 
ambos ácidos grasos saturados, palmitato y estearato. Los documentos de patente de los Estados Unidos 5.723.595 
y 6.706.950 se refieren a una desaturasa de una planta.10

El gen de la delta-9 desaturasa de levadura se ha aislado de Saccharomyces cerevisiae, se ha clonado, y se ha 
secuenciado. Stukey et al. (1989) J. Biol. Chem. 264:16537-44; Stukey et al. (1990) J. Biol. Chem. 265:20144-9. 
Este gen de la levadura se ha introducido en el tejido de la hoja de tabaco (Polashcok et al. (1991) FASEB J. 
5:A1157; Polashok et al. (1992) Plant Physiol. 100:894-901), y al parecer se expresó en este tejido. Además, este 
gen de la levadura se ha expresado en el tomate. Véase Wang et al. (1996) J. Agric. Food Chem. 44:3399-402; y 15
Wang et al. (2001) Phytochemistry 58:227-32. Si bien se informaron de algunos incrementos en ciertos ácidos 
grasos insaturados, de algunas disminuciones en ciertos ácidos grasos saturados, tanto para el tabaco como el 
tomate usando este gen de la delta-9 desaturasa de levadura, el tabaco y el tomate no son claramente cultivos de 
aceite. Este gen de levadura se introdujo también en Brassica napus. Documento de patente de Estados Unidos 
5.777.201.20

Una acil-CoA delta-9 desaturasa fúngica diferente de Aspergillus nidulans se ha introducido en canola, consiguiendo 
de esta manera concentraciones de ácidos grasos saturados reducidas en el aceite de las semillas. Publicación de 
la solicitud de patente de Estados Unidos US 2008/0260933 A1. La acil-CoA delta-9 desaturasa de A. nidulans
proporcionó una mayor reducción de estearatos (61-90%) que de los ácidos grasos más abundantes de palmitato 
(36-49%) en el aceite de las semillas.25

Descripción de la invención

Se dan a conocer aquí ácidos nucleicos que codifican una nueva enzima delta-9 desaturasa fúngica; que comprende 
al menos una secuencia de nucleótidos que codifica dicha desaturasa y un elemento de regulación génica; y plantas 
o materiales vegetales (por ejemplo, semillas) que comprenden cualquiera de los anteriores. Aspectos de algunas 
realizaciones se ejemplifican por enzimas delta-9 desaturasas de hongos aisladas de Magnaporthe grisea, 30
Leptosphaeria nodorum y Helicoverpa zea. Algunos ejemplos incluyen delta-9 desaturasas nativas y sintéticas que 
tienen una preferencia de sustrato por ácido palmítico o ácido esteárico. 

Algunas realizaciones comprenden una molécula de ácido nucleico aislada que codifica una enzima delta-9 
desaturasa que comprende una secuencia de aminoácidos que es al menos 80% idéntica a la SEQ ID NO: 13 y 
además un elemento de regulación génica. En ejemplos particulares, la molécula de ácido nucleico comprende una 35
secuencia que es al menos 60% idéntica a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 10, 
SEQ ID NO: 16 y SEQ ID NO: 45. Estas y otras realizaciones pueden incluir un polipéptido de delta-9 desaturasa 
aislado que comprende una secuencia de aminoácidos que es al menos 80% idéntica a una secuencia de SEQ ID 
NO: 13, que comprende además un elemento de regulación génica. Una realización adicional de la invención es un 
polipéptido quimérico de delta-9 desaturasa que comprende SEQ ID NO: 72 y/o SEQ ID NO: 73, en el que el 40
polipéptido comprende además la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 78.

También se dan a conocer métodos de expresión de al menos uno de los ácidos nucleicos y/o polipéptidos 
mencionados anteriormente en una célula vegetal. Realizaciones particulares se aprovechan de la actividad de una 
enzima delta-9 desaturasa, de manera que la composición porcentual de ácidos grasos saturados pueda disminuirse 
en una planta, material de la planta (por ejemplo, las semillas), y/o partes de la planta que comprenden las células 45
de la planta, y/o un producto vegetal de los productos básicos producidos a partir de cualquiera de los anteriores. En 
ciertas realizaciones, los ácidos grasos ω-7 concomitantemente pueden ser aumentados en la planta, material 
vegetal, parte de la planta, y/o producto vegetal de productos básicos.

Algunas realizaciones incluyen un método para reducir la cantidad de ácidos grasos saturados en una planta, 
material de la planta, parte de la planta, y/o producto vegetal de productos básicos, el método comprende 50
transformar una célula vegetal con una molécula de ácido nucleico que codifica una enzima delta-9 desaturasa de la 
invención, de manera que la cantidad de ácidos grasos saturados en la célula se reduzca. Algunas realizaciones
incluyen un método para crear una planta genéticamente modificada que comprende reducir la cantidad de ácidos 
grasos saturados en la planta en comparación con una planta de tipo silvestre de la misma especie. Dicho método 
puede comprender la transformación de un material de la planta (o célula vegetal) con una molécula de ácido 55
nucleico que codifica una enzima delta-9 desaturasa de la invención, y cultivar el material de la planta transformado 
(o célula vegetal) para obtener una planta. En ejemplos particulares, una célula vegetal y/o material de la planta de 
una especie de Arabidopsis puede ser transformado con una molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido 
delta-9 desaturasa de la invención.
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Lo anterior y otras características se harán más evidentes a partir de la descripción detallada siguiente de varias 
realizaciones, que procede con referencia a las figuras adjuntas.

Breve descripción de las figuras

La Fig. 1 incluye un análisis filogenético esquemático de varias secuencias de proteína desaturasa de hongos. Las 
secuencias de proteína completas de las desaturasas descritas fueron alineadas usando ClustalX y se muestran 5
usando MEGA.

Las Figs. 2(a-d) incluyen una alineación de secuencias de genes de delta-9 desaturasa de hongos. Las letras 
mayúsculas representan los nucleótidos conservados en esta alineación. La parte en sombra representa nucleótidos 
idénticos en este alineamiento.

Las Figs. 3(a-b) incluyen una alineación de secuencias de polipéptidos de delta-9 desaturasa de hongos.10

Las Figs. 4-18 incluyen mapas de plásmidos de ejemplo que comprenden secuencias de nucleótidos que codifican 
delta-9 desaturasas de hongos que pueden ser útiles en algunas realizaciones. La Fig. 4 incluye específicamente 
mapas de plásmidos de ejemplo que comprenden secuencias de nucleótidos que codifican LnD9DS-2 (Fig. 4a;
pDAB110110) y que codifican HzD9DS (Fig. 4b; pDAB110112) que además comprenden la 5' UTR de PvPhas y 3' 
UTR de PvPhas.15

La Fig. 19 incluye datos que muestran el contenido total de ácidos grasos saturados (%FAMEs) de unos ejemplos de 
semillas T2 de Arabidopsis a partir de plantas transformadas con ciertas secuencias de genes de delta-9 desaturasa 
de hongos de ejemplo.

La Fig. 20 incluye datos que muestran el contenido de ácido palmítico (C16:0) (%FAMEs) de unos ejemplos de 
semillas T2 de Arabidopsis a partir de plantas transformadas con ciertas secuencias de genes de delta-9 desaturasa 20
de hongos de ejemplo.

La Fig. 21 incluye datos que muestran el contenido de ácido esteárico (C18:0) (%FAMEs) de unos ejemplos de 
semillas T2 de Arabidopsis a partir de plantas transformadas con ciertas secuencias de genes de delta-9 desaturasa 
de hongos de ejemplo.

La Fig. 22 incluye datos que muestran el contenido de ácido palmitoleico (C16:1) (%FAMEs) de unos ejemplos de 25
semillas T2 de Arabidopsis a partir de plantas transformadas con ciertas secuencias de genes de delta-9 desaturasa 
de hongos de ejemplo.

La Fig. 23 incluye una representación gráfica de la acumulación de las transcripciones de ARNm de HzD9DS y 
LnD9DS-2 (en relación a las transcripciones de AnD9DS) en semillas en desarrollo de plantas de canola 
transformadas con pDAB7319 (AnD9DS v3 y LnD9DS-2 v2) o pDAB7324 (AnD9DS v3 y HzD9DS v2). El qRT-PCR 30
ΔΔCt de cada gen se determinó en relación con el nivel de transcripción de actina, y la cantidad de transcripción 
para HzD9DS y LnD9DS-2 se normalizó entonces al nivel de transcripción de AnD9DS en cada muestra.

Listado de secuencias

Las secuencias de ácidos nucleicos que figuran en la secuencia de acompañamiento se muestran usando las 
abreviaturas de letras estándar para bases de nucleótidos, como se define en 37 C.F.R. § 1.822. Sólo se muestra 35
una hebra de cada secuencia de ácido nucleico, pero la cadena complementaria se entiende que está incluida 
mediante cualquier referencia a la hebra mostrada. En la lista de secuencias adjunta:

SEQ ID NO:1 muestra un cebador directo usado para amplificar por PCR un fragmento de un gen de acil-coA delta-9 
desaturasa de Magnaporthe grisea (referido en algunos lugares como MgD9DS).

SEQ ID NO:2 muestra un cebador inverso usado para amplificar por PCR un fragmento de un gen de acil-CoA delta-40
9 desaturasa de M. grisea (referido en algunos lugares como MgD9DS).

SEQ ID NO:3 muestra un fragmento a modo de ejemplo de un gen de acil-coA delta-9 desaturasa de M. grisea
(referido en algunos lugares como MgD9DS) que fue amplificado por PCR.

SEQ ID NO:4 muestra un clon MgD9DS sin intrón a modo de ejemplo.

SEQ ID NO:5 muestra una secuencia de ácido nucleico a modo de ejemplo que codifica una primera acil-CoA delta-45
9 desaturasa de Leptosphaeria nodorum, se le refiere en algunos lugares como LnD9DS-1.

SEQ ID NOs:6 y 7 muestran secuencias de cebadores que pueden ser útiles en algunas realizaciones.

SEQ ID NO:8 muestra una secuencia de ácido nucleico que codifica una segunda acil-CoA delta-9 desaturasa de 
ejemplo, de L. nodorum, se le refiere en algunos lugares como LnD9DS-2.

SEQ ID NO:9 muestra una región de codificación de un ejemplar nativo de un gen delta-9 desaturasa de M. grisea50
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(etiquetado como MgD9DS v1).

SEQ ID NO:10 muestra una región de codificación de un ejemplar nativo de un gen delta-9 desaturasa de 
Helicoverpa zea (etiquetado como HzD9DS v1).

SEQ ID NO:11 muestra una región de codificación de un ejemplar nativo de un gen delta-9 desaturasa (LnD9DS-2 
v1) de L. nodorum.5

SEQ ID NO:12 muestra la secuencia de aminoácidos de un ejemplar de delta-9 desaturasa nativa de M. grisea
(MgD9DS).

SEQ ID NO:13 muestra la secuencia de aminoácidos de un ejemplar de delta-9 desaturasa nativa de H. zea
(HzD9DS).

SEQ ID NO:14 muestra la secuencia de aminoácidos de una delta-9 desaturasa nativa de L. nodorum (LnD9DS-2) a 10
modo de ejemplo.

SEQ ID NO:15 muestra la secuencia de un gen delta-9 desaturasa de canola optimizado de M. grisea (MgD9DS v2) 
a modo de ejemplo.

SEQ ID NO:16 muestra la secuencia de un gen delta-9 desaturasa de canola optimizado de H. zea (HzD9DS v2) a 
modo de ejemplo.15

SEQ ID NO:17 muestra la secuencia de un gen delta-9 desaturasa de canola  optimizado de L. nodorum (LnD9DS-2 
v2) a modo de ejemplo.

SEQ ID NOs:18-39 muestran la secuencia de cebadores y sondas que pueden ser útiles en algunas realizaciones.

SEQ ID NOs:40-43 muestra secuencias de Kozak alternativas a modo de ejemplo que pueden usarse para aumentar 
la expresión en algunas realizaciones.20

SEQ ID NO:44 muestra la secuencia de un ejemplo adicional de un gen delta-9 desaturasa de canola optimizado de 
L. nodorum (LnD9DS-2 v3).

SEQ ID NO:45 muestra la secuencia de un ejemplo adicional de un gen delta-9 desaturasa de canola optimizado de 
H. zea (HzD9DS v3).

SEQ ID NO:46 muestra la secuencia de aminoácidos de una etiqueta Myc.25

SEQ ID NO:47 muestra la secuencia de aminoácidos de una etiqueta HA .

SEQ ID NO:48 muestra una secuencia a modo de ejemplo de ácido nucleico que codifica una delta-9 desaturasa de 
Aspergillus nidulans, referido en algunos sitios como AnD9DS v2.

SEQ ID NO:49 muestra una segunda secuencia a modo de ejemplo de ácido nucleico que codifica una delta-9-
desaturasa de A. nidulans, referida en algunos sitios como AnD9DS v3.30

SEQ ID NO:50 muestra la secuencia de aminoácidos codificada por ácidos nucleicos como se ejemplifica por las 
SEQ ID NOs:48-49 (AnD9DS).

SEQ ID NO:51 muestra la secuencia de aminoácidos de otra desaturasa AnD9DS a modo de ejemplo.

SEQ ID NO:52 muestra la secuencia de aminoácidos de una delta-9 desaturasa nativa (ScOLE1) de Saccharomyces 
cerevisiae a modo de ejemplo.35

SEQ ID NOs:53-66 muestran plásmidos que pueden ser útiles en algunas realizaciones.

SEQ ID NOs:67-71 incluyen varios elementos de control de regulación de ácidos nucleicos que pueden ser útiles en 
algunas realizaciones.

SEQ ID NO:72 muestra los 68 residuos N-terminales (1-68) de una desaturasa AnD9DS a modo de ejemplo.

SEQ ID NO:73 muestra los 175 residuos C-terminales (281-455) de una desaturasa AnD9DS a modo de ejemplo.40

SEQ ID NO:74 muestra un mapa del plásmido pDAB110110.

SEQ ID NO:75 muestra un mapa del plásmido pDAB110112.

SEQ ID NO:76 muestra una secuencia a modo de ejemplo de ácido nucleico que codifica una acil-CoA delta-9 
desaturasa de M. grisea, referida en algunos sitios como MgD9DS.
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SEQ ID NO:77 muestra una secuencia de aminoácidos comprendida dentro de la delta-9 desaturasa nativa de 
ejemplo de L. nodorum de la SEQ ID NO:14.

SEQ ID NO:78 muestra una secuencia de aminoácidos comprendida dentro de la delta-9 desaturasa nativa de 
ejemplo de H. zea de la SEQ ID NO:13.

Sólo las secuencias mencionadas en las reivindicaciones son un objeto de la presente invención.5

Modo(s) de llevar a cabo la invención

I. Descripción general de varias realizaciones

Previamente hemos introducido una acil-CoA delta-9 desaturasa fúngica de Aspergillus nidulans en canola, 
consiguiendo de esta forma la reducción de los niveles de ácidos grasos saturados en el aceite de las semillas. 
Publicación del documento de patente de Estados Unidos US 2008/0260933 A1. La delta-9 desaturasa de A. 10
nidulans proporcionó mayor reducción de estearato (61-90%) que de los ácidos grasos de palmitato (36-49%) más 
abundantes en el aceite de las semillas. Por lo tanto, la introducción conjunta de una delta-9 desaturasa que actúa 
preferentemente en los saturados de palmitato permitirá alcanzar una mayor reducción en los saturados totales 
complementando la actividad preferente de estearato de la delta-9 desaturasa de A. nidulans. En algunas 
realizaciones de la presente invención, se dan a conocer polipéptidos de delta-9 desaturasa de hongos que tienen 15
un rango de especificidades de sustrato. Realizaciones particulares incluyen una delta-9 desaturasa que prefiere el 
palmitato (es decir, una enzima fúngica nativa como se da a conocer en este documento, o un equivalente funcional 
de la misma; y un polipéptido sintético diseñado para tener una preferencia por un sustrato de ácido palmítico).

Se dan a conocer en este documento moléculas de ácido nucleico que codifican un polipéptido de delta-9 
desaturasa que comprende una secuencia de nucleótidos que es al menos 60% idéntica a una secuencia 20
seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:16, y SEQ ID NO:45. De acuerdo con la 
invención, la molécula de ácido nucleico además comprende un elemento de regulación génica unido 
operativamente a la secuencia que codifica el polipéptido de delta-9 desaturasa. En realizaciones particulares, un 
elemento de regulación génica puede ser un promotor de faseolina, una región 5' no traducida de faseolina, una 
región 3' no traducida de faseolina, una región 3´ no traducida de ORF1 de Agrobacterium tumefaciens, un promotor 25
del virus del mosaico de las nervaduras de mandioca, una región de unión a la matriz RB7 de Nicotiana tabacum, 
una secuencia de borde de hebra T, un promotor LfKCS3, y un promotor FAE 1.

También se da a conocer un polipéptido de delta-9 desaturasa que comprende una secuencia de aminoácidos que 
es al menos 80% idéntica a la secuencia SEQ ID NO:13, así como moléculas de ácido nucleico que codifican dichos 
polipéptidos de delta-9 desaturasa. Un aspecto adicional de la invención es un polipéptido quimérico de delta-9 30
desaturasa que comprende SEQ ID NO: 72 y/o SEQ ID NO: 73, en el que el polipéptido comprende además la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 78.

En algunas realizaciones, las moléculas de ácido nucleico y los polipéptidos de delta-9 desaturasa pueden ser 
expresados en un material de planta, célula, tejido, o toda la planta, para reducir la cantidad de ácidos grasos 
saturados en el material de planta, célula, tejido, o toda la planta, en relación a la cantidad observada en una planta 35
de tipo silvestre de la misma especie. Realizaciones alternativas de la invención incluyen métodos para reducir la 
cantidad de ácidos grasos saturados en el material de planta, célula, tejido, o de toda la planta. Tales métodos 
pueden comprender transformar un material de planta, célula, tejido, o de toda la planta con al menos una de las 
moléculas de ácido nucleico mencionadas anteriormente, de manera que se reduzca la cantidad de ácidos grasos 
saturados en el material de planta, célula, tejido, o de toda la planta. Realizaciones particulares incluyen métodos 40
para reducir preferencialmente los ácidos grasos palmítico y/o esteárico en un material de planta, célula, tejido, o 
toda la planta.

Los métodos dados a conocer en este documento se pueden realizar, por ejemplo, en plantas, o materiales de 
plantas derivados de plantas (por ejemplo, plantas del género Arabidopsis, o canola). Una realización particular 
señala a métodos para crear o regenerar una planta genéticamente modificada que comprende cantidades 45
reducidas de ácidos grasos saturados en la planta en comparación con la cantidad observada en una planta de tipo 
silvestre de la misma especie, el método comprende transformar una célula o material de la planta con al menos una 
de las moléculas de ácido nucleico mencionadas anteriormente; y cultivar el material de la planta transformada para 
obtener una planta. También se dan a conocer plantas, materiales de plantas, células de plantas, y semillas 
obtenidas por cualquiera de los métodos mencionados anteriormente.50

II. Abreviaturas

x:yΔz ácido graso que contiene x carbonos e y dobles enlaces en la posición z contando desde el 
extremo carboxílico

ACP proteína portadora de acilo

CoA coenzima A55
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FA ácidos grasos

FAM fluoresceína

FAS sintasa de ácidos grasos

FAME éster metílico de ácidos grasos

KASII sintasa II de ACP β-cetoacilo5

MUFA ácido graso monoinsaturado

WT tipo silvestre

III. Términos

Ácidos grasos: como se usa en este documento, el término "ácido graso" se refiere a ácidos alifáticos de cadena 
larga (ácidos alcanoicos) de diferentes longitudes de cadena, por ejemplo, desde aproximadamente C12 a C22, si 10
bien se conocen tanto ácidos de cadena más larga como de cadena más corta. La estructura de un ácido graso se 
representa por la notación, x:yΔz, donde "x" es el número total de átomos de carbono (C) en el ácido graso particular, 
e "y" es el número de doble enlaces en la cadena de carbono en la posición "z," como se cuenta desde el extremo 
carboxílico del ácido.

Vía metabólica: el término, "vía metabólica," se refiere a una serie de reacciones químicas que ocurren dentro de 15
una célula, catalizadas por enzimas, para lograr ya sea la formación de un producto metabólico, o la iniciación de 
otra vía metabólica. Una vía metabólica puede implicar varios o muchos pasos, y puede competir con una vía 
metabólica diferente para sustratos de reacción específicos. Del mismo modo, el producto de una vía metabólica 
puede ser un sustrato para todavía otra vía metabólica.

Ingeniería metabólica: para los propósitos de la presente invención, "ingeniería metabólica" se refiere al diseño 20
racional de estrategias para alterar una o más vías metabólicas en una célula, de manera que se alcance la 
modificación paso a paso de una sustancia inicial en un producto que tiene la estructura química exacta deseada 
dentro del esquema general de todas las vías metabólicas operativas en la célula.

Desaturasa: tal como se usa en este documento, el término "desaturasa" se refiere a un polipéptido que puede 
desaturar (es decir, introducir un enlace doble) en uno o más ácidos grasos para producir un ácido graso o precursor 25
de interés. Una enzima desaturasa de ácido graso soluble en la planta puede introducir un doble enlace 
regioespecíficamente en un sustrato acil-ACP saturado. Las acil-CoA desaturasas introducen un doble enlace 
regioespecíficamente en un sustrato acil-CoA graso saturado. La reacción implica la activación del oxígeno 
molecular por un centro de dihierro reducido de dos electrones coordinado por un haz de cuatro hélices que forma el 
núcleo de la arquitectura de la desaturasa. De particular interés en algunas realizaciones son las acil-CoA delta-9 30
desaturasas.

La delta-9-18:0
1
-ACP desaturasa es requerida en todas las plantas para el mantenimiento de la fluidez de la  

membrana. Mientras que esta enzima desatura principalmente estearoil-ACP, también es activa en un grado menor 
con palmitoil-ACP.

Desaturasa variante: como se usa en este documento, el término "desaturasa variante" abarca aquellas desaturasas 35
que muestran perfiles de actividad específicos consistentes con un papel en la producción de ácidos grasos 
inusuales. Una desaturasa variante puede ser aislada de un organismo, creada con ingeniería por medio de un 
programa de evolución dirigida, o creada como una desaturasa sintética incorporando aminoácidos conservados de 
una o más desaturasas caracterizadas.

Planta de progenie: a los efectos de la presente invención, "planta de progenie", se refiere a cualquier planta, o 40
material de planta obtenido a partir de la misma, que se pueda obtener por métodos de cultivo de plantas. Los 
métodos de cultivo de plantas son bien conocidos en la técnica, e incluyen la reproducción natural, cría artificial, cría 
selectiva que implica el análisis de los marcadores moleculares de ADN, transgénicos, y cría comercial.

Material de la planta: como se usa en este documento, el término "material de la planta" se refiere a cualquier célula 
o tejido obtenido de  una planta.45

Molécula de ácido nucleico: una forma polimérica de nucleótidos, que puede incluir tanto cadenas de sentido como 
cadenas de antisentido de ARN, ADNc, ADN genómico, y formas sintéticas y polímeros mezclados de los anteriores. 
Un nucleótido se refiere a un ribonucleótido, desoxinucleótido, o una forma modificada de ambos tipos de 
nucleótidos. Una "molécula de ácido nucleico" como se usa en este documento es sinónima con "ácido nucleico" y 
"polinucleótido." El término incluye formas de ADN de cadena sencilla y doble. Una molécula de ácido nucleico 50
puede incluir uno o ambos de nucleótidos naturales y nucleótidos modificados unidos por enlaces de nucleótidos 
tanto naturales como no naturales.
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Las moléculas de ácido nucleico se pueden modificar químicamente o bioquímicamente, o pueden contener bases 
de nucleótidos no naturales o bases de nucleótidos derivatizadas, como será fácilmente apreciado por los expertos
en la técnica. Tal modificación incluye, por ejemplo, etiquetas, metilación, sustitución de uno o más de los 
nucleótidos naturales con un análogo, modificaciones de internucleótidos, tales como enlaces no cargados (por 
ejemplo, fosfonatos de metilo, fosfotriésteres, fosforamidatos, carbamatos, etc.), enlaces con carga (por ejemplo, 5
fosforotioles, fosforoditiolatos, etc.), restos pendientes (por ejemplo, péptidos), intercalantes (por ejemplo, acridina, 
psoraleno, etc), quelantes, alquilantes, y enlaces modificados (por ejemplo, ácidos nucleicos alfa anoméricos, etc). 
El término "molécula de ácido nucleico" también incluye cualquier conformación topológica, incluyendo 
conformaciones de cadena sencilla, de cadena doble, parcialmente duplicada, triplicada, en forma de horquilla, 
circular y de candado.10

Operativamente unido: una primera secuencia de ácido nucleico está unida operativamente con una segunda 
secuencia de ácido nucleico cuando la primera secuencia de ácido nucleico está en una relación funcional con la 
segunda secuencia de ácido nucleico. Por ejemplo un promotor está operativamente unido a una secuencia de 
codificación si el promotor afecta a la transcripción o expresión de la secuencia de codificación. Cuando se produce 
de forma recombinante, secuencias de ácido nucleico unidas operativamente están generalmente contiguas y, 15
cuando es necesario unen dos regiones codificantes de proteínas, en el mismo marco de lectura. Sin embargo, los 
ácidos nucleicos no necesitan estar contiguos para unirse operativamente.

Elemento regulador: como se usa en este documento, el término "elemento regulador" se refiere a una molécula de 
ácido nucleico que tiene actividad reguladora de genes; es decir, una que tiene la habilidad de afectar la 
transcripción o traducción de una molécula de ácido nucleico transcribible unida operativamente. Los elementos 20
reguladores tales como los promotores, líderes, intrones, y las regiones de terminación de la transcripción son 
moléculas no codificantes de ácido nucleico que tienen actividad reguladora de los genes que desempeñan un papel 
integral en la expresión global de los genes en las células vivas. Los elementos reguladores aislados que funcionan 
en las plantas son por lo tanto útiles para modificar fenotipos de plantas a través de las técnicas de ingeniería 
molecular. Por "elemento regulador", se indica una serie de nucleótidos que determina si, cuando y en qué nivel se 25
expresa un gen particular. Las secuencias de ADN reguladoras interactúan específicamente con proteínas 
reguladoras u otras proteínas.

Como se usa en este documento, el término "actividad reguladora del gen" se refiere a una molécula de ácido 
nucleico capaz de afectar a la transcripción o traducción de una molécula de ácido nucleico unida operativamente. 
Una molécula de ácido nucleico aislada que tiene actividad reguladora del gen puede proporcionar una expresión 30
temporal o espacial o modular los niveles y tasas de expresión de la molécula de ácido nucleico unida 
operativamente. Una molécula de ácido nucleico que tiene actividad reguladora de genes puede comprender un 
promotor, intrón, líder o región 3' de terminación de la transcripción.

Promotores: tal como se utiliza en este documento, el término "promotor" se refiere a una molécula de ácido nucleico 
que está implicada en el reconocimiento y la unión de la ARN polimerasa II u otras proteínas tal como los factores de 35
transcripción (factores de proteínas que actúan en trans que regulan la transcripción) para iniciar la trancripción de 
un gen unido operativamente. Los promotores pueden ellos mismos contener subelementos, tales como elementos 
cis o dominios potenciadores que afectan a la transcripción de genes unidos operativamente. Un "promotor vegetal" 
es un promotor nativo o no nativo que es funcional en células vegetales. Un promotor vegetal puede usarse como un 
elemento 5´regulador para modular la expresión de un gen o genes operativamente unidos. Los promotores 40
vegetales pueden ser definidos por su patrón de expresión temporal, espacial, o de desarrollo. Las moléculas de 
ácido nucleico descritas en el presente documento pueden comprender secuencias de ácidos nucleicos que 
comprenden promotores.

Identidad de secuencia: el término "identidad de secuencia" o "identidad", como se usa en este documento en el 
contexto de dos secuencias de ácidos nucleicos o de polipéptidos, puede hacer referencia a los residuos en las dos 45
secuencias que son iguales cuando se alinean para una correspondencia máxima sobre una ventana de 
comparación especificada.

Cuando se utiliza el porcentaje de identidad de secuencia en referencia a proteínas, se reconoce que las posiciones 
de los residuos que no son idénticas a menudo difieren por sustituciones de aminoácidos conservadoras, donde los 
residuos de aminoácidos están sustituidos por otros residuos de aminoácidos con propiedades químicas similares 50
(por ejemplo, carga, hidrofobicidad, o efectos estéricos), y por lo tanto no cambian las propiedades funcionales de la 
molécula.

Por lo tanto, cuando las secuencias difieren en sustituciones conservadoras, la identidad de secuencia en porcentaje 
puede ajustarse hacia arriba para corregir la naturaleza conservadora de la sustitución en el lugar del residuo no 
idéntico. Las secuencias que difieren por tales sustituciones conservadores se dicen que tienen "similitud de 55
secuencia" o "similaridad". Las técnicas para hacer este ajuste son bien conocidas por los expertos con 
conocimientos de la técnica. Normalmente, tales técnicas implican puntuar una sustitución conservadora como falta 
de coincidencia parcial, en lugar de completa, lo que aumenta el porcentaje de identidad de la secuencia. Por 
ejemplo, cuando se da a un aminoácido idéntico una puntuación entre 0 y 1, y a una sustitución no conservadora se 
le da una puntuación de 0, a una sustitución conservadora se le da una puntuación entre 0 y 1. La puntuación de las 60
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sustituciones conservadoras puede calcularse, por ejemplo, como se implementan en el programa PC/GENE 
(Intelligenetics, Mountain View, CA).

Como se utiliza en este documento, el término "porcentaje de identidad de secuencia" puede referirse al valor 
determinado comparando dos secuencias óptimamente alineadas sobre una ventana de comparación, en donde la 
porción de la secuencia en la ventana de comparación puede comprender adiciones o delecciones (es decir,5
huecos) en comparación con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o delecciones) para la 
alineación óptima de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el número de posiciones en las que 
el residuo de nucleótido o aminoácido idéntico sucede en ambas secuencias para dar el número de posiciones 
coincidentes, dividiendo el número de posiciones coincidentes por el número total de posiciones en la ventana de 
comparación y multiplicando el resultado por 100 para dar el porcentaje de identidad de secuencia.10

Posición análoga en una secuencia de aminoácido: el ácido nucleico y las secuencias de aminoácido pueden estar 
alineadas por los métodos descritos en los párrafos siguientes. Cuando se alinean, una posición en una secuencia 
está en "una posición análoga” con una posición en la secuencia alineada si las posiciones son idénticas dentro de 
la secuencia de consenso.

Métodos para la alineación de secuencias para la comparación son bien conocidos en la técnica. Varios programas y 15
algoritmos de alineación se describen en: Smith y Waterman, Adv. Appl. math. 2:482, 1981; Needleman y Wunsch, 
J. Mol. Biol. 48:443, 1970; Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444, 1988; Higgins y Sharp, Gene 
73:237-44, 1988; Higgins y Sharp, CABIOS 5:151-3, 1989; Corpet et al., Nucleic Acids Research 16:10881-10890, 
1988; Huang, et al., Computer Applications in the Biosciences 8:155-65, 1992; Pearson et al., Methods in Molecular 
Biology 24:307-31, 1994; Tatiana et al., FEMS Microbiol. Lett., 174:247-50, 1990. Altschul et al., J. Mol. Biol. 20
215:403-10, 1990 (examen detallado de los métodos de alineación de secuencia y los cálculos de homología).

La herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) del National Center for Biotechnology Information 
(NCBI) está disponible en internet (en blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), en conexión con los programas de análisis de 
secuencia, por ejemplo, blastp y blastn. Una descripción de como determinar la identidad de secuencia usando este 
programa está disponible en internet a través del NCBI en blast.ncbi.nlm.nih.govBlast.cgi?CMD=Web&PAGE 25
_TYPE=BlastDocs.

Para las comparaciones de secuencias de aminoácidos, la función "Blast 2 sequences" del programa BLAST 
(bl2seq) se emplea utilizando los parámetros por defecto. Los parámetros específicos se pueden ajustar a la 
discreción del experto en la técnica, para por ejemplo, proporcionar una sanción por una falta de coincidencia o 
recompensa por una coincidencia.30

Transformado: como se usa en este documento, el término "transformado" se refiere a una célula, tejido, órgano u 
organismo en el que se ha introducido una molécula de ácido nucleico ajeno, tal como una construcción. La 
molécula de ácido nucleico introducida puede ser integrada en el ADN genómico de la célula, tejido, órgano u 
organismo receptor de forma que la molécula de polinucleótido introducido es heredada por la progenie posterior. 
Una célula u organismo "transgénico" o "transformado" también incluye la progenie de la célula u organismo y la 35
progenie producida a partir de un programa de cría empleando dicha planta transgénica como padre en, por 
ejemplo, un cruzado y que presenta un fenotipo alterado como resultado de la presencia de una molécula de ácido 
nucleico ajeno.

IV. Enfoques de ingeniería metabólica para disminuir los ácidos grasos saturados en una célula tejido u organismo 
hospedante40

A. Visión general

Una realización de la invención presente incluye introducir delta-9 desaturasas con preferencias específicas de 
acilCoA (por ejemplo, para ácido palmítico o esteárico) en semillas de plantas. La preferencia específica de acil-CoA 
de la delta-9 desaturasa permite la orientación de ciertas agrupaciones específicas de ácido graso saturado (por 
ejemplo, palmitato para la conversión a productos monoinsaturados). Se seleccionaron acil-CoA delta-9 desaturasas 45
para reducir el contenido de ácido graso saturado en plantas, ya que no se producen normalmente en sistemas de 
plantas de una manera apreciable.

B. Polipéptidos

Los polipéptidos según algunas realizaciones de la presente invención comprenden una secuencia de aminoácidos 
que muestra identidades con porcentaje aumentado cuando se alinea con una secuencia de SEQ ID NO:13. 50
Secuencias de aminoácidos específicos dentro de estas y otras realizaciones pueden comprender secuencias que 
tienen, por ejemplo, al menos aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 
91%, 92%, 93%, 94%, 95% 96%, 97%, 98%, 99%, o el 100% de identidad con la secuencia antes mencionada. Una 
realización es un polipéptido quimérico de delta-9 desaturasa que comprende SEQ ID NO: 72 y/o SEQ ID NO: 73, 
donde el polipéptido comprende además la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 78. En muchas realizaciones, 55
la secuencia de aminoácidos que tiene la identidad de secuencia antes mencionada cuando se alinea con las 
secuencias anteriormente mencionadas codifica un péptido con actividad delta-9-18:0-ACP desaturasa enzimática, o 
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parte de un tal péptido.

C. Ácidos nucleicos

Algunas realizaciones incluyen moléculas de ácido nucleico que codifican un polipéptido descrito anteriormente. Por 
ejemplo, secuencias de ácidos nucleicos en algunas realizaciones muestran el aumento de porcentaje de identidad 
cuando se alinean con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:16, y 5
SEQ ID NO:45. Secuencias de ácido nucleico específicas dentro de esta y otras realizaciones pueden comprender 
secuencias que tienen, por ejemplo, al menos aproximadamente el 60%, aproximadamente 65%, aproximadamente 
70%, aproximadamente 75%, aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 
91%, 92%, 93%, 94%, 95% 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% de identidad con una secuencia seleccionada del grupo 
que consiste en SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:16, y SEQ ID NO:45. Se entiende por aquellos con conocimientos 10
normales de la técnica que las moléculas de ácido nucleico pueden ser modificadas sin sustancialmente cambiar la 
secuencia de aminoácidos de un polipéptido codificado, por ejemplo, mediante la introducción de sustituciones de 
nucleótido permisibles de acuerdo con la degeneración del codón.

Las moléculas de ácido nucleico de la presente invención comprenden un elemento de regulación génica (es decir, 
un promotor). Los promotores pueden ser seleccionados sobre la base del tipo de célula en la que se insertará la 15
construcción del vector. Los promotores que funcionan en bacterias, levaduras y plantas son bien conocidos en la 
técnica. Los promotores también pueden ser seleccionados sobre la base de sus características de regulación. 
Ejemplos de tales características incluyen la mejora de la actividad de transcripción, la capacidad de inducción, 
especificidad tisular, y la especificidad de la etapa de desarrollo. En las plantas, han sido descritos promotores que 
son inducibles, de origen vírico o sintético, constitutivamente activos, temporalmente regulados, espacialmente 20
regulados. Véase, por ejemplo, Poszkowski et al. (1989) EMBO J. 3:2719; Odell et al. (1985) Nature 313:810; y 
Chau et al. (1989) Science 244:174-81).

Promotores inducibles útiles incluyen, por ejemplo, los promotores inducidos por el ácido salicílico o ácidos 
poliacrílicos inducidos por la aplicación de antídotos (herbicidas de bencenosulfonamidas sustituidas), promotores de 
choque térmico, un promotor inducible por nitrato derivado de la secuencia de la molécula de ácido nucleico 25
transcribible por la nitratoreductasa de la espinaca, promotores inducibles por hormonas, y promotores inducibles 
por la luz asociados con la subunidad pequeña de las familias de RuBP carboxilasa y las familias de LHCP.

Ejemplos de promotores útiles específicos de tejidos regulados por el desarrollo incluyen el promotor 7Sα de β-
conglicinina y promotores específicos de semillas. Promotores funcionales de plantas útiles para la expresión 
preferente en plástidos de semilla incluyen aquellos de proteínas implicadas en la biosíntesis de ácidos grasos en 30
las semillas oleaginosas y de proteínas de almacenamiento de la planta. Ejemplos de tales promotores incluyen las 
regiones reguladoras 5' de dichas secuencias de moléculas de ácido nucleico transcribibles tales como faseolina, 
napina, zeína, el inhibidor de tripsina de soja, ACP, estearoil-ACP desaturasa, y oleosina. Otro promotor específico 
de tejido como ejemplo es el promotor de lectina, que es específico para el tejido de la semilla.

Otros promotores útiles incluyen los promotores de la nopalina sintasa, manopina sintasa, y octapina sintasa, que se 35
llevan en plásmidos inductores de tumores de Agrobacterium tumefaciens; los promotores del virus del mosaico de 
la coliflor (CaMV) 19S y 35S; el promotor mejorado CaMV 35S; el promotor del virus del mosaico de Figwort 35S; el 
promotor inducible por la luz de la pequeña subunidad de ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa (ssRUBISCO); el 
promotor EIF-4A del tabaco (Mandel et al. (1995) Plant Mol. Biol. 29:995-1004); la sintetasa de la sacarosa de maiz; 
la alcohol dehidrogenasa del maíz; complejo de antena de maíz; la proteína del shock de calor del maíz; el promotor 40
de quitinasa de Arabidopsis; los promotores de LTP (proteína de transferencia de lípidos); la isomerasa de calcona 
de petunia; la proteína 1 rica en glicina de la judía; patatina de la patata; el promotor de ubiquitina; y el promotor de 
actina. Los promotores útiles son preferiblemente selectivos para la semilla, selectivos para el tejido, o inducibles. La 
regulación específica de semillas se discute en, por ejemplo, el documento de patente europea EP 0 255 378.

Para obtener mayor expresión de uno o más genes heterólogos, se puede preferir rediseñar el o los genes de modo 45
que se expresen más eficientemente en la célula hospedante de expresión (por ejemplo una célula vegetal, por 
ejemplo, colza, arroz, tabaco, maíz, algodón y soja). Por lo tanto, un paso adicional opcional en el diseño de un gen 
que codifica una delta-9 desaturasa de expresión de la planta (o sea, además de la provisión de elementos 
reguladores de uno o más genes) es la reingeniería de una proteína de gen heterólogo que codifica la región para la 
expresión óptima. Formas de realizaciones particulares incluyen genes rediseñados que han sido optimizados para 50
incrementar el nivel de expresión (es decir, producir más proteína) en una célula vegetal de canola transgénica o 
una célula vegetal de Arabidopsis en comparación con una célula vegetal de canola o una célula vegetal de 
Arabidopsis transformada con la secuencia génica heteróloga de origen natural.

Debido a la plasticidad otorgada por la redundancia/degeneración del código genético (es decir, algunos 
aminoácidos son especificados por más de un codón), la evolución de los genomas en diferentes organismos o 55
clases de organismos ha dado como resultado el uso diferencial de codones sinónimos. Este "sesgo de codón" se 
refleja en el promedio de composición de las bases de las regiones codificantes de proteínas. Por ejemplo, los 
organismos que tienen genomas con contenidos relativamente bajos de G+C utilizan más codones que tienen A o T 
en la tercera posición de codones sinónimos, mientras que los que tienen mayores contenidos de G+C utilizan más 
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codones que tienen G o C en la tercera posición. Además, se cree que la presencia de codones "menores" dentro de 
un ARNm puede reducir la tasa de translación absoluta de ese ARNm, especialmente cuando la abundancia relativa 
del ARNt cargado que corresponde al codón de menor importancia es baja. Una extensión de este razonamiento es 
que la disminución de la tasa de translación de codones minoritarios individuales seria al menos aditiva para 
múltiples codones minoritarios. Por lo tanto, ARNms que tienen un contenido alto relativo de codones menores en un 5
hospedante de expresión particular tendrían correspondientemente unas tasas de translación bajas. Estas tasas 
pueden ser reflejadas por los correspondientes niveles bajos de la proteína codificada.

Cuando se producen por ingeniería genética genes optimizados que codifican una delta-9 desaturasa para la 
expresión en canola o Arabidopsis (u otras plantas, tal como arroz, tabaco, maíz, algodón o soja), es útil haber 
determinado el sesgo de codones de la planta(s) hospedante(s) prospectiva(s). Existen varias bases de datos de 10
secuencias de ADN disponibles al público en las que se puede encontrar información sobre la distribución de 
codones del genoma de las plantas o las regiones que codifican la proteína de varios genes de plantas.

El sesgo de códon es la distribución estadística de codones que el hospedante de expresión (o sea, una planta tal 
como canola o Arabidopsis) usa para codificar los aminoácidos de sus proteínas. El sesgo de codón puede ser 
calculado como la frecuencia a la que se usa un codón único con respecto a los codones para todos los 15
aminoácidos. Alternativamente, el sesgo de codón puede calcularse como la frecuencia a la que se utiliza un solo 
codón para codificar un aminoácido particular, con respecto a todos los otros codones para ese aminoácido  
(codones sinónimos).

En el diseño de las regiones de codificación optimizadas para la expresión en plantas de los genes de delta-9 
desaturasa, los codones primarios ("de primera elección") preferidos por la planta deben ser determinados, así como 20
la segunda, tercera, cuarta, etc. opción de codones preferidos cuando múltiples opciones existen. Una nueva 
secuencia de ADN puede ser diseñada entonces que codifica la secuencia de amino del gen de la delta-9 
desaturasa, en donde la nueva secuencia de ADN difiere de la secuencia de ADN nativa (que codifica la desaturasa) 
por la sustitución de la expresión de los codones preferidos del hospedante (de primera elección, de segunda 
elección, de tercera elección, o de cuarta elección, etc.) para especificar el aminoácido en cada posición dentro de la 25
secuencia de aminoácido. La nueva secuencia se analiza a continuación en cuanto a los lugares de enzimas de 
restricción que podrían haber sido creados por las modificaciones. Los lugares de restricción putativos identificados 
se modifican adicionalmente mediante la sustitución de estos codones con un codón preferido siguiente para 
eliminar el lugar de restricción. Otros lugares de la secuencia que pueden afectar a la transcripción o traducción de 
la secuencia heteróloga son intersecciones exón:intrón (5' o 3'), señales de adicción de poli-A, y/o señales de30
terminación de ARN polimerasa. La secuencia puede ser analizada adicionalmente y modificada para reducir la 
frecuencia de dobletes TA o CG. Además de estos dobletes, bloques de secuencias que tienen más de 
aproximadamente seis nucleótidos G o C que son iguales también pueden afectar negativamente a la transcripción o 
traducción de la secuencia. Por lo tanto estos bloques se modifican ventajosamente mediante la sustitución de los 
codones de primera o segunda elección, etc. con el siguiente codón preferido.35

El método descrito anteriormente permite a un experto en la técnica modificar el gen(es) que es(son) ajeno(s) a una 
planta particular de manera que los genes se expresen de manera óptima en las plantas. El método se ilustra en 
más detalle en la solicitud de patente internacional PCT del documento de patente internacional WO 97/13402. Así, 
los genes sintéticos optimizados que son funcionalmente equivalentes a los desaturasas/genes de algunas 
realizaciones se pueden utilizar para transformar a los hospedantes, incluyendo las plantas. Orientaciones 40
adicionales en cuanto a la producción de genes sintéticos se pueden encontrar en, por ejemplo, el documento de 
patente de los Estados Unidos U.S. Patent 5.380.831.

Una vez que una secuencia de ADN optimizada para plantas se ha diseñado en papel o in silico, moléculas de ADN 
reales pueden ser sintetizadas en el laboratorio para que se correspondan en la secuencia precisamente con la 
secuencia diseñada. Tales moléculas de ADN sintéticas pueden ser clonadas y manipuladas de otra manera 45
exactamente como si se derivaran de fuentes naturales o nativas.

D. Métodos para la transformación genética del material vegetal

Algunas realizaciones están dirigidas a un método para producir una célula transformada que comprende una o más
molecula(s) de ácido nucleico que comprende una secuencia de ácido nucleico al menos 60% idéntica a una 
secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:16, y SEQ ID NO:45. Tales 50
moléculas de ácido nucleico pueden también comprender, por ejemplo, elementos regulatorios que no codifican, tal 
como promotores. Otras secuencias también pueden ser introducidas en la célula junto con elementos reguladores 
no codificantes y secuencias de moléculas de ácido nucleico transcribibles. Estas otras secuencias pueden incluir 
terminadores 3' de la transcripción, señales 3' de poliadenilación, otras secuencias no traducidas, secuencias de 
tránsito o de orientación, marcadores seleccionables, potenciadores y operadores.55

Un método de transformación comprende generalmente las etapas de seleccionar una célula hospedante adecuada, 
transformar la célula hospedante con un vector de recombinación y obtener la célula hospedante transformada. La 
tecnología para la introducción de ADN en células es bien conocida por los expertos en la técnica. Estos métodos 
generalmente se pueden clasificar en cinco categorias: (1) métodos químicos (Graham y Van der Eb (1973) Virology 
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54(2):536-9; Zatloukal et al. (1992) Ann. N.Y. Acad. Sci. 660:136-53); (2) métodos físicos tales como la 
microinyección (Capechi (1980) Cell 22(2):479-88), electroporación (Wong y Neumann (1982) Biochim. Biophys. 
Res. Commun. 107(2):584-7; Fromm et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82(17):5824-8; Documento de patente 
de Estados Unidos Nº 5.384.253), y aceleración de partículas (Johnston y Tang (1994) Methods Cell Biol. 43(A):353-
65; Fynan et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90(24):11478-82; (3) vectores víricos (Clapp (1993) Clin. 5
Perinatol. 20(1):155-68; Lu et al. (1993) J. Exp. Med. 178(6):2089-96; Eglitis y Anderson (1988) Biotechniques 
6(7):608-14); (4) mecanismos mediados por receptores (Curiel et al. (1992) Hum. Gen. Ther. 3(2):147-54; Wagner et 
al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89(13):6099-103); y (5) mecanismos mediados por bacterias, tales como 
Agrobacterium. Alternativamente, los ácidos nucleicos pueden ser introducidos directamente en el polen por 
inyección directa en los órganos reproductores de la planta. Zhou et al. (1983) Methods in Enzymology 101:433; 10
Hess (1987) Intern. Rev. Cytol. 107:367; Luo et al. (1988) Plant Mol. Biol. Reporter 6:165; Pena et al. (1987) Nature 
325:274. Otros métodos de transformación incluyen, por ejemplo, la transformación de protoplastos como se ilustra 
en el documento de patente de Estados Unidos 5.508.184. Las moléculas de ácido nucleico pueden también 
injectarse en embriones inmaduros. Neuhaus et al. (1987) Theor. Appl. Genet. 75:30.

Los métodos más comúnmente utilizados para la transformación de células de plantas son: el proceso de 15
transferencia de ADN mediado porAgrobacterium (Fraley et al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:4803) (como se 
ilustra en el documento de patente de Estados Unidos 5.824.877; documento de patente de Estados Unidos 
5.591.616; documento de patente de Estados Unidos 5.981.840; y documento de patente de Estados Unidos 
6.384.301) y el proceso mediado por bombardeo de biolísticos o microproyectiles (por ejemplo, la pistola de genes) 
(tal como se describe en el documento de patente de Estados Unidos 5.550.318; documento de patente de Estados 20
Unidos 5.538.880; documento de patente de Estados Unidos 6.160.208; documento de patente de Estados Unidos 
6.399.861; y documento de patente de Estados Unidos 6.403.865). Típicamente, se desea una transformación 
nuclear, pero cuando es deseable específicamente transformar plástidos, tales como cloroplastos o amiloplastos, 
pueden transformarse plástidos de plantas utilizando una entrega mediada por un microproyectil de la molécula 
deseada de ácido nucleico a ciertas especies de plantas, tales como por ejemplo, especies de Arabidopsis, tabaco, 25
patata, y Brassica .

La transformación mediada porAgrobacterium se consigue mediante el uso de una bacteria del suelo modificada 
genéticamente que pertenece al género Agrobacterium. Varias especies de Agrobacterium median la transferencia 
de un ADN específico conocido como "ADN-T", que puede ser modificado genéticamente para llevar cualquier pieza 
deseada de ADN a muchas especies de plantas. Los principales acontecimientos que marcan el proceso de 30
patogénesis mediada por ADN-T son: inducción de genes de virulencia, y el procesamiento y transferencia de ADN-
T. Este proceso es el tema de muchas revisiones. Véase, por ejemplo, Ream (1989) Ann. Rev. Phytopathol. 27:583-
618; Howard y Citovsky (1990) Bioassays 12:103-8; Kado (1991) Crit. Rev. Plant Sci. 10:1-32; Zambryski (1992) 
Annual Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 43:465-90; Gelvin (1993) en Transgenic Plants, Kung y Wu editores, 
Academic Press, San Diego, CA, páginas 49-87; Binns y Howitz (1994) en Bacterial Pathogenesis of Plants and 35
Animals, Dang, editor, Berlin: Springer Verlag., páginas 119-38; Hooykaas y Beijersbergen (1994) Ann. Rev. 
Phytopathol. 32:157-79; Lessl y Lanka (1994) Cell 77:321-4; y Zupan y Zambryski (1995) Annual Rev. Phytopathol. 
27:583-618.

Para seleccionar o puntuar las células vegetales transformadas independientemente de la metodología de 
transformación, el ADN introducido en la célula puede contener un gen que funciona en un tejido vegetal 40
regenerable para producir un compuesto que confiere al tejido vegetal resistencia a un compuesto de otro modo 
tóxico. Genes de interés para uso como un marcador seleccionable, rastreable, o puntuable incluyen, pero no se 
limitan a, β-glucuronidasa (GUS), proteína verde fluorescente (GFP), luciferasa, y genes tolerantes a los antibióticos 
o herbicidas. Ejemplos de genes resistentes a los antibióticos incluyen genes que confieren resistencia a las 
penicilllinas, kanamicina (y neomicina, G418, bleomicina); metotrexato (y trimetoprim); cloranfenicol; y tetraciclina. 45
Por ejemplo, puede conferirse resistencia al glifosato por un gen resistente al herbicida. Della-Cioppa et al. (1987) 
Bio/Technology 5:579-84. También se pueden implementar otros dispositivos de selección, incluyendo por ejemplo y 
sin limitación, tolerancia a la fosfinotricina, bialafos, y mecanismos positivos de selección (Joersbro et al. (1998) Mol. 
Breed. 4:111-7), y son considerados dentro del alcance de las realizaciones de la presente invención.

Las células transformadas, identificadas por selección o cribado y cultivadas en un medio apropiado que apoya la 50
regeneración, pueden entonces dejarse madurar como plantas.

Los métodos dados a conocer en el presente documento pueden usarse con cualquier célula o tejido vegetal 
transformable. Las células y tejidos transformables, como se usan en el presente documento, incluyen pero no están 
limitados a aquellas células o tejidos que son capaces de propagación adicional para dar lugar a una planta. Los 
expertos en la técnica reconocerán que hay un número de células o tejidos vegetales que son transformables en los 55
que después de la inserción del ADN exógeno y condiciones de cultivo apropiadas las células o tejidos vegetales se 
pueden convertir en una planta diferenciada. Los tejidos adecuados para estos propósitos pueden incluir pero no 
están limitados a embriones inmaduros, tejido escutelar, cultivos celulares en suspensión, inflorescencias 
inmaduras, brotes de meristemo, explantes nodales, tejido de callo, tejido de hipocótilo, cotiledones, raíces, y hojas.

La regeneración, desarrollo, y cultivo de plantas a partir de protoplastos de planta o explantes de planta 60
transformados se conocen en la técnica. Weissbach y Weissbach (1988) Methods for Plant Molecular Biology, 
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(editores) Academic Press, Inc., San Diego, CA; Horsch et al. (1985) Science 227:1229-31. Este proceso de 
regeneración y crecimiento típicamente incluye las etapas de selección de las células transformadas y cultivo de 
esas células a través de las etapas habituales de desarrollo embriónico a través de la etapa de plántula enraizada. 
Los embriones y semillas transgénicas se regeneran de manera similar. En este método, los transformantes son 
generalmente cultivados en presencia de un medio selectivo que selecciona las células exitosamente transformadas 5
e induce la regeneración de los brotes de planta. Fraley et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:4803. Estos 
brotes se obtienen típicamente de dos a cuatro meses. Los brotes enraizados transgénicos resultantes se plantan 
después en un medio de crecimiento de plantas adecuado tal como tierra. Las células que sobreviven a la 
exposición a un agente selectivo, o las células que han puntuado como positivas en un ensayo de cribado, pueden 
ser cultivadas en un medio que apoye la regeneración de las plantas. Los brotes pueden entonces transferirse a un 10
medio inductor de raíces apropiado que contiene el agente selectivo y un antibiótico para prevenir el crecimiento 
bacteriano. Muchos de los brotes desarrollarán raíces. Estos después se trasplantan a tierra u otros medios para 
permitir el desarrollo continuo de las raíces. El método, como se describe anteriormente, generalmente variará 
dependiendo de la cepa vegetal particular de la planta empleada, y los detalles de la metodología están por lo tanto 
dentro de la discreción del experto en la técnica.15

Las plantas regeneradas transgénicas pueden ser auto polinizadas para que proporcionen plantas transgénicas 
homocigóticas. Alternativamente, se puede cruzar el polen obtenido de las plantas regeneradas transgénicas con 
plantas no transgénicas, preferiblemente líneas endogámicas de especies agronómicamente importantes. Por el 
contrario, polen de plantas no transgénicas puede usarse para polinizar las plantas transgénicas regeneradas.

La planta transgénica puede pasar a su progenie la secuencia de ácido nucleico transformada. La planta transgénica  20
es preferiblemente homozigótica para la secuencia de ácido nucleico transformada y transmite esa secuencia a toda 
su progenie con, y como resultado de, la reproducción sexual. La progenie puede ser cultivada a partir de semillas 
producidas por la planta transgénica. Estas plantas adicionales pueden ser entonces auto polinizadas para generar 
una verdadera línea de reproducción de plantas.

La progenie de estas plantas puede ser evaluada, entre otras cosas, en cuanto a la expresión génica. La expresión 25
génica se puede detectar por varios métodos comunes tales como la transferencia western, transferencia northern, 
inmunoprecipitación, y ELISA (ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas). Las plantas transformadas se pueden 
también analizar para la presencia del ADN introducido y el nivel de expresión y/o perfil de ácidos grasos conferido 
por las moléculas de ácido nucleico y moléculas de aminoácidos de la presente invención. Los expertos en la técnica 
son conscientes de los numerosos métodos disponibles para el análisis de las plantas transformadas. Por ejemplo, 30
los métodos para el análisis de las plantas incluyen, pero no están limitados a, transferencia Southern o 
transferencia northern, enfoques basados en PCR, ensayos bioquímicos, métodos de selección fenotípica, 
evaluaciones de campo, y pruebas inmunodiagnósticas.

Los métodos para transformar específicamente las dicotiledóneas son bien conocidos para los expertos en la 
técnica. La transformación y regeneración de plantas usando estos métodos se han descrito para una serie de 35
cultivos incluyendo, pero no limitados a, miembros del género Arabidopsis, algodón (Gossypium hirsutum), soja 
(Glycine max), cacahuete (Arachis hypogaea), y miembros del género Brassica. Métodos para transformar 
dicotiledóneas, principalmente con el uso de Agrobacterium tumefaciens, y la obtención de plantas transgénicas se 
han publicado para el algodón (documento de patente de Estados Unidos 5.004.863; documento de patente de 
Estados Unidos 5.159.135; documento de patente de Estados Unidos 5.518.908); soja (documento de patente de 40
Estados Unidos 5.569.834; documento de patente de Estados Unidos 5.416.011; McCabe et al. (1988) 
Biotechnology 6:923; Christou et al. (1988) Plant Physiol. 87:671-4); Brassica (documento de patente de Estados 
Unidos 5.463.174); cacahuete (Cheng et al. (1996) Plant Cell Rep. 15:653-7; McKently et al. (1995) Plant Cell Rep. 
14:699-703); papaya; y guisante (Grant et al. (1995) Plant Cell Rep. 15:254-8).

Los métodos para transformar monocotiledóneas son también bien conocidos en la técnica. La transformación y  45
regeneración de la planta usando estos métodos se ha descrito para un número de cultivos incluyendo, pero no 
limitados a, la cebada (Hordeum vulgare); maíz (Zea mays); avena (Avena sativa); pasto ovillo (Dactylis glomerata); 
arroz (Oryza sativa, incluyendo las variedades indica y japonica); sorgo (Sorghum bicolor); caña de azúcar (especies 
de Saccharum); festuca alta (Festuca arundinacea); especies de césped (por ejemplo, Agrostis stolonifera, Poa 
pratensis, Stenotaphrum secundatum); trigo (Triticum aestivum); y alfalfa (Medicago sativa). Es evidente para los 50
expertos en la técnica que pueden usarse y modificarse varias metodologías de transformación en la producción de 
plantas transgénicas estables para cualquier número de cultivos diana de interés.

Cualquier planta puede escogerse para uso con los métodos dados a conocer en el presente documento. Plantas 
preferidas para su modificación según la presente invención incluyen, por ejemplo y sin limitación, las plantas de 
semillas oleaginosas, Arabidopsis thaliana, la borraja (especies de Borago), canola (especies de Brassica), ricino 55
(Ricinus communis), grano de cacao (Theobroma cacao), maíz (Zea mays), algodón (especies de Gossypium), 
especies de Crambe, especies de Cuphea, lino (especies de Linum), especies de Lesquerella y Limnanthes, Linola, 
nasturtium (especies de Tropaeolum), especies de Oenothera, olivo (especies de Olea), palma (especies de Elaeis), 
cacahuete (especies de Arachis), colza, cártamo (especies de Carthamus), soja(especies de Glycine y Soja), girasol 
(especies de Helianthus), tabaco (especies de Nicotiana), especies de Vernonia, trigo (especies de Triticum), cebada 60
(especies de Hordeum), arroz (especies de Oryza), avena(especies de Avena) sorgo (especies de Sorghum), y 
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centeno (especies de Secale) u otros miembros de las Gramíneas.

Es evidente para los expertos en la técnica que pueden usarse y modificarse varias metodologías de transformación 
en la producción de plantas transgénicas estables a partir de cualquier número de cultivos diana de interés.

E. Semillas transgénicas

De acuerdo con la invención, una semilla transgénica puede comprender un polipéptido de delta-9 desaturasa que 5
comprende una secuencia de aminoácidos que es al menos 80% idéntica a la secuencia SEQ ID NO:13. Una 
realización particular es un polipéptido quimérico de delta-9 desaturasa que comprende SEQ ID NO:72, y/o SEQ ID 
NO:73, en donde el polipéptido comprende además la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:78. En estas y 
otras realizaciones, la semilla transgénica puede comprender una secuencia de ácidos nucleicos que es al menos
60% idéntica a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:16, y SEQ ID 10
NO:45. En ciertas realizaciones, una semilla transgénica puede presentar niveles reducidos de ácidos grasos 
saturados (por ejemplo, ácido graso palmítico y/o ácido graso esteárico). Las semillas de una planta fértil 
transgénica pueden ser cosechadas, y pueden usarse para cultivar generaciones de progenie de plantas 
transformadas, incluyendo líneas de plantas híbridas que comprenden al menos una secuencia de ácido nucleico 
como se ha expuesto anteriormente, y opcionalmente al menos un gen o construcción de ácido nucleico de interés 15
adicionales.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar ciertas características y/o realizaciones específicas. Los
ejemplos que se refieren a secuencias mencionadas en las reivindicaciones anejas indican realizaciones particulares 
de la presente invención.

Ejemplos20

Ejemplo 1: Clonación de acil-CoA delta-9 desaturasas y caracterización funcional en levadura deficiente en ole1

Clonación de Magnaporthe grisea acil-CoA delta-9 desaturasas

El gen de Magnaporthe grisea acil-CoA delta-9 desaturasa (MgD9DS) se aisló a partir de ADN genómico usando 
cebadores basados en una secuencia publicada por NCBI/Broad Institute originalmente anotada como una "proteína 
hipotética", y que tenía un 55,4% de identidad a nivel de nucleótido con la acil-CoA delta-9 desaturase de (S. 25
cerevisiae o sea, OLE1). Se diseñaron cebadores directos e inversos, cada uno de 41 pares de bases de longitud. El
cebador directo, MgΔ9F (SEQ ID NO:1), incluía un lugar EcoRI en el extremo 5'. El cebador inverso, Mg9ΔR (SEQ 
ID NO:2), contenía codones de terminación en cada uno de tres marcos de lectura y un lugar XhoI terminal.

El gen MgD9DS se amplificó por PCR usando el kit Takara EZ Taq™ PCR kit (Takara Bio Inc., Otsu, Shiga, Japón) 
siguiendo el protocolo del fabricante. Las condiciones de amplificación fueron 94° C durante 1 minuto, seguido de 30 30
ciclos de 94° C durante 30 segundos, 60° C durante 60 segundos, y una extensión a 72° C durante 90 segundos. 
Una etapa de extensión final se realizó a 72° C durante 10 minutos. El producto esperado de PCR de 1425 pares de 
bases se escindió de un gel de agarosa y se purificó usando columnas de giro Montage según las recomendaciones 
del fabricante (Millipore, Billerica, MA). El fragmento purificado se clonó en el vector de clonación pCR®2.1 TOPO®

(Invitrogen, Carlsbad, CA). La reacción de TOPO se transformó en células químicamente competentes de E. coli Top 35
10 según las condiciones de los proveedores. Se aislaron las colonias bacterianas que contenían el clon putativo. Se 
preformaron preparaciones de mini-plásmidos con un kit de aislamiento de ADN de Macherey-Nagel Nucleospin 
(Machery-Nagel, Neumann-Neander-Strasse, Düren, Alemania), y se digerió el ADN con enzimas de restricción 
EcoRI y XhoI. Se identificaron los clones positivos que contenían el fragmento génico esperado de MgD9DS de 1425 
pares de bases. Se obtuvo la secuencia del nucleótido por medio de reacciones de secuenciación. La secuencia del 40
fragmento amplificado por PCR se muestra como SEQ ID NO:3.

El análisis de la secuencia reveló un pequeño (90 pares de bases) intrón situado en el extremo 5' del gen MgD9DS. 
El intrón se eliminó usando Splice PCR de extensión por solapamiento. El amplicón resultante de la PCR se purificó 
en gel, se clonó en el vector de clonación pCR®2.1 TOPO®, y se transformó en células Top 10 de E. coli. Se 
identificaron varios clones por medio del análisis de los productos de digestión con las enzimas de restricción del 45
ADN purificado a partir de colonias transformantes individuales. Estos clones se secuenciaron para confirmar la 
presencia de un clon de MgD9DS sin intrón. La secuencia resultante se presenta como SEQ ID NO:4.

Los genes MgD9DS, con y sin intrón, fueron cada uno subclonado como un fragmento de EcoRI/XhoI en un vector 
de expresión de levadura. Este vector de expresión de levadura contiene un gen de delta-9 desaturasa (AnD9DS) 
deAspergillus nidulans flanqueado por el promotor de delta-9 desaturasa y 3'UTR/terminador de delta-9 desaturasa 50
de S. cerevisiae. El gen de delta-9 desaturasa de Aspergillus nidulans se escindió de un fragmento EcoRI/XhoI, que 
fue sustituido ya fuera con el fragmento que contenía el gen MgD9DS o el fragmento que contenía el gen MgD9DS 
sin intrón. Dos clones que contenían el gen MgD9DS (uno con un intrón, y uno sin un intrón) se avanzaron para la 
transformación de S. cerevisiae.

Se transformó una cepa deficiente en delta-9 desaturasa de S. cerevisiae (OFY093), que se mantiene en un medio 55
de levadura de peptona dextrosa (YPD) con Tween® 80, usando el kit de transformación de levadura de cationes de 
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álcali (Qbiogene, Montreal, Canadá). Se identificaron cepas complementadas por crecimiento en medio que no 
contenía Tween® 80 (suplemento de ácidos grasos monoinsaturados) o uracilo (Dropout Base con Agar con SC-
URA). Las cepas complementadas eran de una sola colonia purificada en medios selectivos tres veces. Las cepas 
complementadas se verificaron adicionalmente por amplificación por PCR del gen de delta-9 desaturasa, y la 
secuenciación del producto de PCR. Además, las cepas que contenían el clon MgD9DS se revertieron a 5
dependencia de ácido graso y uracilo pasando la cepa al menos tres veces en medio de YPD + Tween 80®, y 
después parcheando las cepas en medios DOBA SC-URA menos Tween® 80.

La expresión de la secuencia de codificación MgD9DS que contenía el intrón no tuvo éxito, indicando que el intrón 
no se empalmó con la maquinaria de la levadura. La especificidad de sustrato de la cepa de levadura que contenía 
la secuencia de codificación MgD9DS sin intrón se caracterizó adicionalmente por análisis de FAME.10

Clonación de acil-CoA delta-9 desaturasas de Leptosphaeria nodorum

Se identificaron dos Leptosphaeria nodorum secuencias EST (1246 y 429 pares de bases, respectivamente) de una  
colección de L. nodorum ESTs usando una búsqueda BlastN como que compartían altos niveles de identidad de 
secuencia (54,0% y 54,2% respectivamente) con la acil-CoA delta-9 desaturasa de S. cerevisiae (OLE1). Cuando se 
alinearon, estas secuencias fueron 64,6% idénticas entre sí, sugiriendo la presencia de dos Leptosphaeria nodorum15
acyl-CoA delta-9 desaturasas distintas. Se aisló un gen An LnD9DS-1 (SEQ ID NO:5) mediante cribado de una 
biblioteca de ADNc de L. nodorum con la sonda del gen de 1246 pares de bases. Se obtuvo la secuencia de este 
gen, y se aisló la secuencia de codificación. Se aisló la secuencia completa de un gen LnD9DS-2 por primer 
búsqueda de BLAST de la secuencia genómica de Leptosphaeria nodorum publicada por el Broad Institute con la 
EST de 429 pares de bases. Esta búsqueda identificó a supercóntigo Ln 1.4 como que contenía un gen con 100% 20
de homología con el fragmento de 429 pares de bases, dicho gen se anotó como que codificaba una "proteína 
hipotética". A continuación, se clonó el gen LnD9DS-2 de una biblioteca de ADNc de Leptosphaeria nodorum usando 
cebadores de PCR basados en la secuencia supercóntigo Ln1.4. Las secuencias de los cebadores usados fueron 
Lnd9FAD2F (SEQ ID NO:6) y Lnd9FAD2R (SEQ ID NO:7). El cebador directo se diseñó con un lugar 5' BamHI, y el 
cebador inverso contenía codones de parada en tres marcos de lectura y un lugar NcoI terminal.25

Se diluyó una alícuota de la biblioteca de ADNc de Leptosphaeria nodorum 1/10 para proporcionar 400 ng de molde 
de ADN para la reacción de PCR. Se realizó la amplificación de PCR usando un kit Takara EZ Taq™ PCR siguiendo 
las condiciones de amplificación recomendadas de 94° C durante 1 minuto, seguido de 30 ciclos de 94° C durante 
30 segundos, 60° C durante 60 segundos, y extensión a 72° C durante 90 segundos. Una etapa de extensión final se 
realizó a 72° C durante 10 minutos. El producto esperado de 1370 pares de bases se escindió de un gel de agarosa, 30
y se purificó usando columnas de giro de Montage según las recomendaciones del fabricante. El fragmento 
purificado se clonó en el vector de clonación pCR®2.1 TOPO®. La reacción de ligación se transformó en células 
químicamente competentes Top 10 de E. coli según el protocolo recomendado por el fabricante. Se aislaron colonias 
que contenían un clon putativo. Se preformaron preparaciones de mini plásmidos con columnas de Macherey-Nagel 
Nucleospin, y se digerió el ADN con enzimas de restricción BamHI y NcoI. Clones LnD9DS-2 putativos se 35
identificaron y secuenciaron.

Tras la secuenciación, se confirmó un clon de LnD9DS-2 (SEQ ID NO:8) por comparación con la secuencia de la 
"proteína hipotética". Se identificó un cambio conservador en la secuencia de LnD9DS-2. El codón TGC (cisteína) 
fue cambiado a AGC (serina) por sustitución de una adenina por una timidina en la posición de base 271, dicho 
codón se traduce en el aminoácido 89 de la secuencia publicada. Este es un cambio conservador, y como se sabe 40
que la cisteína no es un aminoácido muy conservado entre muchos hongos filamentosos, no se intentó ninguna 
corrección.

Los genes LnD9DS-1 y LnD9DS-2 de las SEQ ID NOs:5 y 8, respectivamente, se clonaron en un vector de 
expresión de levadura. Se confirmaron los clones que contenían cualquiera de las secuencias de codificación 
LnD9DS-1 y LnD9DS-2 por análisis de enzimas de restricción y secuenciación de ADN.45

Se transformó una cepa deficiente en delta-9 desaturasa de S. cerevisiae (OFY093), que se mantiene en un medio 
de levadura de peptona dextrosa YPD con Tween® 80, usando el kit de transformación de levadura de cationes de 
álcali de Qbiogene. Se identificaron cepas complementadas por crecimiento en medio que no contenía Tween® 80 
(suplemento de ácidos grasos monoinsaturados) o uracilo (DOBA sc-ura). Las cepas complementadas eran de una 
sola colonia purificada en medios selectivos tres veces. Las cepas complementadas se verificaron adicionalmente 50
por amplificación por PCR del gen de delta-9 desaturasa, y la secuenciación del producto de PCR. Además, las 
cepas que contenían un clon LnD9DS-2 se revertieron a dependencia de ácido graso y uracilo pasando cada cepa al 
menos tres veces en medio de YPD + Tween 80®, y después parcheando las cepas en medios DOBA SC-URA 
menos Tween® 80. Las especificidades de sustrato de las cepas de levadura que contenían o bien la secuencia de 
codificación LnD9DS-1 o LnD9DS-2 se caracterizaron adicionalmente por análisis de FAME.55

Clonación y transformación de S. cerevisiae deficiente en delta-9 desaturasa con el gen HzD9DS

Un gen sintético optimizado para plantas que codifica la acil-CoA delta-9 desaturasa de Helicoverpa zea (HzD9DS) 
(identificado como HzPGDS2 en Rosenfield et al. (2001) Insect Biochem. Mol. Biol. 31(10):949-64) se escindió de 
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DASPICO89 (descrito a continuación) en un fragmento de BamHI/XhoI y se purificó en gel usando columnas 
giratorias de Montage. Este fragmento se ligó en los lugares de enzimas de restricción correspondientes de un 
vector de expresión de levadura descrito anteriormente y se transformó en la cepa DH5α de E. coli usando técnicas 
ordinarias de biología molecular y los protocolos del proveedor (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Tras el análisis de restricción y secuenciación de ADN, se seleccionó un clon que contenía el gen HzD9DS para su 5
transformación en la cepa OFY093 deficiente en delta-9 desaturasa de S. cerevisiae. La cepa OFY093, que se 
mantiene en medios YPD con Tween® 80, fue transformada usando el kit de transformación de levaduras de catión 
alcalino (Alkali-Cation Yeast Transformation Kit) de Qbiogene. Cepas complementadas se identificaron por 
crecimiento en medios que no contenían Tween® 80 (suplemento de ácidos grasos) y uracilo (DOBA SC-URA). 
Cepas complementadas putativas se purificaron como colonias únicas en medios selectivos tres veces. Cepas10
complementadas se verificaron adicionalmente por: i) extracción del ADN del plásmido, usando el kit de purificación 
del plásmido de levadura de Qbiogene (Yeast plasmid purification kit), seguido de amplificación por PCR usando 
cebadores específicos del gen HzD9DS; ii) secuenciación del producto de PCR específico del gen HzD9DS; y iii) 
reversión de la cepa a dependencia de ácidos grasos y URA-3 pasando la cepa al menos tres veces en medios YPD 
+ Tween® 80, y después parcheando las cepas a medios DOBA SC-URA menos Tween® 80. La especificidad de 15
sustrato de una cepa de levadura complementada verificada se caracterizó adicionalmente por análisis de FAME.

Análisis de LnD9DS-1, LnD9DS-2, MgD9DS, y HzD9DS expresados en cepas de levaduras deficientes en OLE1

Como se ha indicado anteriormente, se clonaron tres genes ejemplares de acil-CoA delta-9 desaturasa (D9DS) de 
los hongos vegetales patógenos, Magnaporthe grisea (MgD9DS) y Leptosphaeria nodorum (LnD9DS-1 y LnD9D-2). 
Estos genes y sus proteínas codificadas no han sido caracterizados anteriormente. Las acil-CoA delta-9 desaturasas 20
catalizan la formación de un doble enlace cis entre los átomos de carbono 9 y 10 de los carbonos 14-, 16-, y 18- de 
los acil tioésteres de coenzima A grasos, lo que resulta en la producción del ácido miristoleico (14:1), palmitoleico 
(16:1), u oleico (18:1), respectivamente. Los efectos relacionados con la biología específica del organismo se 
eliminan mediante la expresión de los diferentes genes fúngicos de acil-CoA delta-9 desaturasa en el mismo 
contexto biológico. La expresión de los genes fúngicos de acil-CoA delta-9 desaturasa fue conducida usando el gen 25
promotor endógeno ole1 con una cepa de levadura OFY093 deficiente en palmitoil-stearoil CoA desaturasa (OLE1). 
De este modo, las diferencias en la especificidad de los sustratos de ácido graso observadas en este sistema son 
atribuibles a la delta-9 desaturasa fúngica específica expresada en la cepa complementada de S. cerevisiae.

Las especificidades de sustrato de las CoA desaturasas MgD9DS, LnD9DS-1 y LnD9DS-2 expresadas en las cepas 
complementadas OYF093 se caracterizaron y compararon con OFY093 complementado con la AnD9DS (sdeA) 30
descrita en el documento de patente internacional WO/1999/050430. Un constructo de expresión de levadura que 
contenía el gen AnD9DS, cuya expresión es impulsada por el promotor génico ole1, se transformó en la cepa 
OFY093 de S. cerevisiae y se expresó usando el protocolo descrito anteriormente.

Las cepas complementadas de S. cerevisiae fueron cultivadas en medio mínimo sin suplementos de ácidos grasos a 
30° C durante 24 horas. Se realizó análisis cuantitativo de FAME en sedimentos de células lavadas y liofilizadas. Los 35
resultados de este análisis se muestran en la Tabla 1. LnD9DS-2 promueve la formación de C14:1 y C16:1, mientras 
que LnD9DS-1 y MgD9DS tienen preferencia por C18:0, como se indica por la relación de ácidos grasos C16:1/18:1 
en los análisis de composición de ácidos grasos de la levadura.

Tabla 1: Comparación de la composición de ácidos grasos de levaduras deficientes en ole1 que expresan cuatro 
desaturasas fúngicas diferentes40

Desaturasa C14:0 C14:1 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C16:1/ 16:0 C18:1/ 18:0 C16:1/ 18:1

LnD9DS-1 1,5 0,0 36,5 8,7 1,8 51,5 0,2 28,2 0,17

LnD9DS-2 1,0 0,1 26,6 38,1 6,3 27,9 1,4 4,4 1,37

AnD9DS 0,5 0,0 26,3 7,8 2,0 63,4 0,3 31,7 0,12

MgD9DS 0,5 0,0 22,7 9,1 1,8 65,9 0,4 37,0 0,14

levadura tipo silvestre 0,6 0,0 9,6 38,6 6,9 44,3

ole1-null + Tween®80 2,6 0,4 38,0 10,9 7,8 40,4

vector vacío + Tween® 80 2,2 0,3 40,3 8,7 8,7 39,8
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Las nuevas desaturasas se compararon adicionalmente a la desaturasa natural estearoil-CoA delta-9 desaturasa de 
S. cerevisiae (ole1) transferida al mismo medio de expresión recombinante. Se construyó un vector de expresión de 
levadura que contenía la secuencia de nucleótido de S. cerevisiae descrita en el documento de patente internacional 
WO/2000/011012. El constructo de expresión de levadura que contenía la desaturasa natural estearoil-CoA delta-9 
desaturasa de S. cerevisiae se transformó en la cepa OFY093 de S. cerevisiae y se expresó usando el protocolo 5
descrito anteriormente. Otra acil-CoA delta-9 desaturasa no fúngica de la especie de insecto, Helicoverpa zea
(HzD9DS), se evaluó también en estos experimentos.

Cepas complementadas de S. cerevisiae que contenían uno de los genes MgD9DS, LnD9DS-2 y HzD9DS se 
cultivaron en medio Drop Out Broth SC-URA. Una cepa de control, pDAB467EV-1 (pDAB467B/N transformada en 
OFY093 por metodología de transformación de levaduras descrita anteriormente), se cultivó en DOB SC-URA + 10
Tween® 80, y la cepa madre OFY093 deficiente en delta-9 desaturasa de S. cerevisiae, se cultivó en DOB scAA + 
Tween® 80. Los cultivos se inocularon con un asa de células de una placa recientemente sembrada en el mismo 
medio que contenía 1,5% de agar. Las cepas se cultivaron a 30° C durante 24 horas. Los cultivos se centrifugaron a 
6.000 rpm durante 10 minutos. Los sedimentos se lavaron con agua, se centrifugaron de nuevo a 6.000 rpm durante 
10 minutos, y después se congelaron a -20° C hasta que se realizó el análisis de FAME. Se analizaron tres 15
conjuntos de cultivos de expresión.

Los sedimentos de levadura liofilizados se saponificaron en metanol que contenía 10% (p/v) de NaOH. Se eliminaron 
los contaminantes lípidos no saponificables (esteroles) con hexano. La fracción de metanol se acidificó por adición 
de H2SO4, y los ácidos grasos protonados se extrajeron con hexano. La fracción de hexano aislada se secó, y los 
ácidos grasos se metilaron con MeOHCl 0,5 N a 80° C durante 30 minutos. Los FAMEs resultantes se extrajeron con 20
hexano que contenía el éster de metilo de undecanoato como un estándar interno. Los extractos de FAME se 
analizaron con un cromatógrafo de gases HP6890 con detector de ionización de llama (Santa Clara, CA) equipado 
con una columna capilar BPX 70 (15 m x 0,25 mm x 0,25 µm) de SGE (Austin, TX). Se separaron los FAMEs con un 
gradiente de temperatura usando helio como el vehículo gaseoso. Cada especie de FAME se identificó por el tiempo 
de retención, y se cuantificó mediante la inyección de una mezcla de referencia de FAMEs de aceite de colza de 25
Matreya, LLC (Pleasant Gap, PA), como patrón de calibración.

La Tabla 2 muestra la composición de ácidos grasos (como % de FAMEs) de células de levadura OFY093 
deficientes de ole1 que expresan varias acil Co-A delta-9 desaturasas de ejemplo. Todas las cepas crecieron bien y 
fueron totalmente complementadas por las desaturasas introducidas sin ningún requerimiento de MUFAs (ácidos 
grasos monoinsaturados) exógenos.30

Tabla 2: Composición de ácidos grasos (como % de FAMEs totales) de la cepa de levadura OFY093 deficiente en 
ole1 que expresa acil Co-A delta-9 desaturasas. (La desviación estándar se indica entre paréntesis).

Desaturasa n C14:0 C14:1 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1

LnD9DS-2 7 1,4 (0,7) 1,4 (1,0) 26,6 (4,5) 38,8 (2,8) 6,0 (1,3) 25,4 (4,4)

HzD9DS 6 2,6 (1,3) 0,9 (0,5) 34,7 (6,8) 37,5 (4,2) 6,0 (1,1) 18,4 (4,1)

ole1 6 1,1 (0,4) 0,6 (0,4) 14,4 (2,6) 49,2 (1,6) 5,6 (1,1) 24,0 (1,1)

AnD9DS 8 0,5 (0,3) 0,2 (0,2) 23,5 (2,2) 9,3 (3,0) 2,1 (0,5) 64,6 (3,2)

MgD9DS 2 0,9 (0,0) 0,1 (0,0) 21,2 (0,2) 12,1 (0,1) 1,6 (0,1) 64,2 (0,3)

Estos datos muestran que la composición de ácidos grasos de las cepas de levadura complementadas varía según 
el gen introducido. LnD9DS-2 produce cantidades relativamente altas de C16:1, al igual que HzD9DS y ole1, 35
mientras que AnD9DS y MgD9DS producen cantidades relativamente altas de C18:1.

La diferencia de nivel de conversión basado en la longitud de cadena se puede demostrar aún más mediante el 
cálculo de la proporción de ácidos grasos monoinsaturados con respecto a los ácidos grasos totales para cada 
longitud de la cadena de ácidos grasos; C14, C16, o C18. Estos datos muestran la relativa alta conversión a C16:1 
para LnD9DS-2 y HzD9DS, y a C18:1 para AnD9DS y MgD9DS. Tabla 3. Las cuatro filas inferiores representan las 40
muestras de control complementadas con tergitol añadido, ácidos grasos insaturados, o Tween

®
. Las muestras con 

letras diferentes son significativamente diferentes, tal como se determina mediante la prueba de Tukey-Kramer 
realizada con el paquete de software estadístico JMP (SAS Institute Inc., Cary, NC).

Tabla 3: Proporción de MUFA de los ácidos grasos totales para cada longitud de cadena (Cxx:1/(Cxx:0 + Cxx:1).
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Desaturasa C14 C16* C18

LnD9DS-2 0,49 0,60 (b) 0,81 (b)

HzD9DS 0,30 0,52 (b) 0,75 (c)

ole1 0,34 0,79 (a) 0,81 (b)

AnD9DS 0,25 0,28 (c) 0,97 (a)

MgD9DS 0,07 0,36 (c) 0,98 (a)

Ninguna + tergitol 0,06 0 0

Ninguna + tergitol + ricinoleico 0,07 0 0,01

Ninguna + tergitol + linoleico 0 0 0,04

Ninguna + tween 0,65 0,23 0,87

* C16 MUFA incluye ácido cis-vacénico (C18:1 Δ11), ya que se deriva del alargamiento del ácido palmitoleico (C16:1 
Δ9).

Filogenia de acil-CoA desaturasas de hongos

El ánalisis filogenético de múltiples secuencias de aminoácido de acil-CoA delta-9 desaturasa de hongos sugiere 
que LnD9DS-2 es distinta de las delta-9 desaturasas que prefieren 18:0. Por lo tanto, presentamos la hipótesis de 
que la caracterización de otras delta-9 desaturasas de hongos estrechamente asociadas ya sea con las delta-9 5
desaturasas, que prefieren 18:0 o con LnD9DS-2, puede identificar desaturasas con una gama de actividades 18:0 o 
16:0. Nuestra hipótesis predice que una delta-9 desaturasa de hongos que está más estrechamente asociada con 
LnD9DS-2 tendra actividad 16:0 aumentada.

Una búsqueda en las bases de datos de secuencias de ADN públicas (Broad Institute, NCBI, etc.) no identificó 
ninguna secuencias de genes anotados específicamente como de delta-9 desaturasas en Magnaporthe grisea o 10
Leptosphaeria nodorum. El análisis Pfam de las secuencias del instituto Broad que fueron identificadas dentro de 
esta descripción indica que estas proteínas contienen citocromo B5 y motivos de desaturasa que se encuentran 
también en otras acil-CoA delta-9 desaturasas de hongos. Sin embargo, las proteínas no habían sido identificadas 
previamente como acil-CoA delta-9 desaturasas. Hemos demostrado esta función de estas proteínas por 
complementación en levaduras, estudios inversos, y análisis de secuencia del ADN.15

Las relaciones de varias secuencias de genes de desaturasas fúngicas se analizaron filogenéticamente utilizando el 
método de unión al vecino a través del paquete de software MEGA. Tamura et al. (2007) Mol. Biol. and Evolution 
24:1596-9. La Fig. 1 ilustra este análisis filogenético de las secuencias de desaturasas fúngicas. Estas secuencias 
se recuperaron mediante búsquedas BlastN de las bases de datos de secuencias NCBI usando las secuencias de 
aminoácidos AnD9DS (sdeA). LnD9DS-1 y MgD9DS comparten altos niveles de identidad de secuencia entre si, 20
comparados con LnD9DS-2. Además, una alineación ClustalW de LnD9DS-1, LnD9DS-2, y MgD9DS muestra la 
divergencia de LnD9DS-2 de LnD9DS-1 y MgD9DS. Figura 2. Las secuencias de nucleótidos de LnD9DS-1 y 
MgD9DS comparten un mayor número de pares de bases en común.

La tabla 4 y la figura 3 ilustran adicionalmente la relación filogenética de las proteínas identificadas nuevamente, 
LnD9DS-1, LnD9DS-2, y MgD9DS, así como AnD9DS y la desaturasa de levadura, ScOLE1. Las secuencias de 25
aminoácidos de LnD9DS-1, MgD9DS, y AnD9DS (sdeA) comparten un mayor porcentaje de identidad entre si en 
comparación con LnD9DS-2. La conservación de la identidad de los aminoácidos nos permite predecir que la 
especificidad del sustrato de 18:0 acil-CoA es dependiente de la secuencia conservada compartida entre LnD9DS-1, 
MgD9DS, y AnD9DS (sdeA). En comparación, la especificidad del sustrato de la acil-CoA de LnD9DS-2 es 
preferente para 16:0 como resultado de su secuencia de aminoácidos divergentes.30
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Tabla 4: Identidad de aminoácidos de varias secuencias de desaturasas fúngicas alineadas utilizando ClustalW.

LnD9DS-1 LnD9DS-2 MgD9DS LevaduraOLE1

AnD9DS (sdeA) 81% 61% 75% 49%

LnD9DS-1 -- 61% 75% 47%

LnD9DS-2 61% -- 62% 49%

MgD9DS 75% 62% -- 49%

Ejemplo 2: Diseño y síntesis de genes delta-9 desaturasa optimizados de Magnaporthe grisea, Helicoverpa zea, y 
Leptosphaeria nodorum

Para obtener una mayor expresión de genes de delta-9 desaturasa de hongos en canola, hemos diseñado estos 5
genes de modo que se expresan de manera más eficiente en las células de canola transgénica que contienen el gen 
heterólogo. Análisis extensivos de la secuencia de ADN de las regiones de codificación de la delta-9 desaturasa de 
Magnaporthe grisea, Helicoverpa zea y Leptosphaeria nodorum nativas descritas en este documento como SEQ ID 
NO:9, SEQ ID NO:10 y SEQ ID NO:11, respectivamente, reveló la presencia de varios motivos de secuencia que se 
piensan que son perjudiciales para la expresión óptima en la plantas, así como una composición de codón no óptima 10
para dicha expresión en la planta. Para diseñar genes optimizados que codifican una proteina delta-9 desaturasa, 
generamos secuencias de ADN in silico que son más "como-la planta" (y específicamente, más "como-canola") en la 
naturaleza, en las que las modificaciones de las secuencias no obstaculizan la traducción o crean inestabilidad del 
ARNm.

Para diseñar genes optimizados de plantas que codifican una delta-9 desaturasa, se diseñaron secuencias de ADN 15
para codificar las secuencias de aminoácidos de las desaturasas de proteínas, utilizando un código genético 
redundante establecido a partir de una tabla de sesgo de codones compilada a partir de las secuencias de 
codificación de la proteína para las plantas hospedantes particulares (es decir, canola). Los usos preferidos del 
codón para la canola se muestran en la tabla 5. Las columnas C y G de la Tabla 5 presentan las distribuciones (en 
% de uso para todos los codones para ese aminoácido) de codones sinónimos para cada aminoácido, como se 20
encuentra en las regiones de codificación de Brassica napus. Es evidente que algunos codones sinónimos para 
algunos aminoácidos se encuentran solamente raramente en genes de plantas (por ejemplo, CGG en canola). Se 
consideró que un codón rara vez se usaba si estaba representado aproximadamente 10% o menos de las veces 
para codificar el aminoácido relevante en los genes de cualquier tipo de planta (indicado por "DNU" en las columnas 
D y H de la tabla 5). Para equilibrar la distribución de las opciones de los codones restantes para un aminoácido, se 25
calculó una representación media ponderada para cada codón, usando la fórmula:

donde C1 es el codón en cuestión y %C2, %C3, etc. representa el promedio de los valores de % para Brassica 
napus de los codones sinónimo remanentes (valores de % promedio para codones relevantes se toman de las 
columnas C y G) de la tabla 5.30

El valor % del promedio ponderado para cada codón se da en las columnas D y H de la tabla 5.

Promedio ponderado % de C1 = 1/(%C1+%C2+%C3+ etc) x %C1x100,
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Tabla 5: Representación de los codones sinónimo en las regiones de codificación de los genes de la canola (B. 
napus) (Columnas C y G). Valores para una representación de sesgo equilibrado de codones establecida para un 
diseño de genes sintéticos optimizado para las plantas están en las columnas D y H.

A B C D E F G H

Aminoácido Codón Canola %
Promedio 
ponderado

Aminoácido Codón Canola %
Promedio 
ponderado

ALA (A)

GCA 23,3 23,3

LEU (L)

CTA 10,1 DNU

GCC 21,2 21,2 CTC 22,8 28,5

GCG 14,2 14,2 CTG 11,6 14,6

GCT 41,3 41,3 CTT 25,2 31,6

ARG (R)

AGA 31,8 43,8 TTA 10,1 DNU

AGG 22,1 30,5 TTG 20,2 25,3

CGA 9,9 DNU

LYS (K)

AAA 44,6 44,6

CGC 8,9 DNU AAG 55,4 55,4

CGG 8,6 DNU MET (M) ATG 100,0 100,0

CGT 18,6 25,7

PHE (F)

TTC 58,6 58,6

ASN (N)

AAC 62,6 62,6 TTT 41,4 41,4

AAT 37,4 37,4

PRO (P)

CCA 29,6 29,6

ASP (D)

GAC 42,5 42,5 CCC 14,6 14,6

GAT 57,5 57,5 CCG 18,4 18,4

CYS (C)

TGC 49,2 49,2 CCT 37,3 37,3

TGT 50,8 50,8

SER (S)

AGC 16,0 17,9

END

TAA 38,5 DNU AGT 14,1 15,8

TAG 22,1 DNU TCA 18,2 20,4

TGA 39,4 100,0 TCC 16,7 18,7

GLN (Q)

CAA 50,0 50,0 TCG 10,7 DNU

CAG 50,0 50,0 TCT 24,3 27,2

GLU (E)

GAA 43,6 43,6

THR (T)

ACA 26,3 26,3

GAG 56,4 56,4 ACC 26,9 26,9
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A B C D E F G H

Aminoácido Codón Canola %
Promedio 
ponderado

Aminoácido Codón Canola %
Promedio 
ponderado

GLY (G)

GGA 36,4 36,4 ACG 16,9 16,9

GGC 16,2 16,2 ACT 30,0 30,0

GGG 15,2 15,2 TRP (W) TGG 100,0 100,0

GGT 32,1 32,1

TYR (Y)

TAC 59,4 59,4

HIS (H)

CAC 49,6 49,6 TAT 40,6 40,6

CAT 50,4 50,4

VAL (V)

GTA 10,8 DNU

ILE (I) ATA 21,1 21,1 GTC 24,1 27,0

ATC 42,7 42,7 GTG 28,3 31,7

ATT 36,2 36,2 GTT 36,8 41,3

**NA = No Aplicable

***DNU = No utilizar

Se diseñaron nuevas secuencias de ADN que codifican esencialmente la secuencia de aminoácidos de las delta-9 
desaturasas de la SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13 y SEQ ID NO:14, de Magnaporthe grisea, Helicoverpa zea, y 
Leptosphaeria nodorum respectivamente, para la expresión óptima en canola utilizando una distribución de codones 
de primera y segunda elección de los codones frecuentemente usados encontrados en los genes de canola. Las 5
nuevas secuencias de ADN se diferencian de las secuencias de ADN nativas que codifican las proteínas de delta-9 
desaturasas por la sustitución de codones preferidos de la planta (o sea, el primer preferido, segundo preferido, 
tercer preferido, o cuarto preferido) para especificar un aminoácido apropiado en cada posición dentro de la 
secuencia de aminoácidos de la proteína.

El diseño de las secuencias de ADN optimizadas para la planta se inició por traducción inversa de las secuencias de 10
proteínas de SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13 y SEQ ID NO:14, usando una tabla de sesgo de codón de canola 
construida desde la tabla 5 columnas D y H. Las secuencias iniciales fueron después modificadas compensando los 
cambios de codón (mientras que se retiene la representación total del promedio ponderado del codón) para eliminar 
los lugares de reconocimiento de las enzima de restricción, eliminar las estructuras secundarias intrahebra altamente 
estables, y eliminar otras secuencias que pudieran ser perjudiciales para las manipulaciones de la clonación o 15
expresión del gen construido por ingeniería en las plantas. Las secuencias de ADN fueron entonces reanalizadas 
para lugares de reconocimiento de las enzimas de restricción que podrían haber sido creados por las 
modificaciones. Los lugares identificados fueron después adicionalmente modificados por reemplazamiento de los 
codones relevante con codones preferidos de primera, segunda, tercera, o cuarta elección. Las secuencias 
modificadas fueron analizadas adicionalmente y modificadas adicionalmente para reducir la frecuencia de los 20
dobletes TA y CG, y aumentar la frecuencia de dobletes TG y CT. Además de estos dobletes, bloques de 
secuencias que tenían más de alrededor de seis residuos consecutivos de [G+C] o [A+T] fueron modificados 
mediante la sustitución de los codones de primera elección o segunda elección, etc. con otros codones preferidos de 
elección. Codones utilizados raramente no se incluyeron en un grado sustancial en el diseño de genes, y se 
utilizaron solo cuando fue necesario para dar cabida a un criterio de diseño diferente de la composición del codón 25
per se (por ejemplo, adición o delección de los lugares de reconocimiento de las enzimas de restricción). Las 
secuencias del ADN de las desaturasas sintéticas optimizadas de canola de ejemplo diseñadas por este 
procedimiento se listan en la SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, y SEQ ID NO:17.

Las secuencias resultantes de ADN, tal como se representan por la SEQ ID NOs: 15-17, tienen un mayor grado de 
diversidad de codones y una composición de bases deseable. Además, estas secuencias contienen 30
estratégicamente colocados lugares de reconocimiento de enzimas de restricción y no tienen secuencias que 
puedan interferir con la transcripción del gen, o la traducción de ARNm del producto. Las tablas 6-8 presentan una 
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comparación de las composiciones de los codones de las regiones de codificación para las proteínas de delta-9 
desaturasa como se encuentran en los genes nativos, y en las versiones optimizadas para las plantas, y compara 
ambas a las recomendaciones de composición del codon para una secuencia optimizada para la planta como se 
calcula a partir de las columnas D y H de la tabla 5.
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La síntesis de fragmentos de ADN que comprenden la SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, y SEQ ID NO:17 fue realizada 
por proveedores comerciales (PicoScript, Houston, TX y Blue Heron Biotechnology, Bothell, WA). Estas secuencias 
de canola optimizadas fueron etiquetadas como versión 2 (v2). Los fragmentos de ADN sintéticos fueron después 
clonados en vectores de expresión y se transformaron en Agrobacterium y canola como se describe en los ejemplos 
a continuación.5

Ejemplo 3: Construcción de los plásmidos

Los siguientes plásmidos se construyeron usando técnicas de biología molecular estándar. Los fragmentos de 
polinucleótido que contenían unidades de transcripción de la planta (que comprendían un promotor unido a un gen 
de interés, terminado por un 3' UTR), o "PTUs", fueron construidas y combinadas con unidades de transcripción de 
la planta adicionales dentro de la región de la hebra-T de un vector binario.10

Descripción de pDAB7318: pDAB7318 (Fig. 6; SEQ ID NO: 58) se construyó utilizando técnicas de biología 
molecular estándar. Este plásmido contiene dos secuencias de PTU desaturasa. La primera PTU desaturasa 
contiene el promotor de Phaseolus vulgaris, faseolina (promotor PvPhas v2 (SEQ ID NO:67); Genbank: J01263), la 
región 5´ no traducida de Phaseolus vulgaris (5' UTR de PvPhas (SEQ ID NO:68); Genbank: J01263), el gen 
AnD9DS v3 (SEQ ID NO:49), la región 3´ no traducida de Phaseolus vulgaris (3' UTR de PvPhas v1 (SEQ ID 15
NO:69); Genbank: J01263) y la región de unión a la matriz de Phaseolus vulgaris (3' MAR de PvPhas v2 (SEQ ID 
NO:70); Genbank: J01263). La segunda PTU desaturasa contiene el promotor PvPhasv2, la 5' UTR de PvPhas, 
LnD9DS-2 v2 (SEQ ID NO:17), y la región 3´ no traducida de ORF 23 de Agrobacterium tumefaciens (3´ UTR 
AtuORF23 (SEQ ID NO:71); Huang et al. (1990) J. Bacteriol. 172:1814-22).

Los elementos en las PTU desaturasas están conectados por secuencias cortas adicionales intervinientes. Las dos 20
secuencias de PTU desaturasas están flanqueadas por lugares de recombinación Gateway® de invitrogen, que se 
utilizan para facilitar la transferencia de estas casetes de expresión de PTU en el plásmido de transformación de  
Agrobacterium. Adicionalmente, el plásmido contiene un origen de replicación, y un marcador seleccionable de 
kanamicina.

Descripción de pDAB7319: pDAB7319 (Fig. 7; SEQ ID NO: 60) se construyó por medio de recombinación por 25
Gateway® entre pDAB7318 y pDAB7309 (Fig. 5; SEQ ID NO:53). Este plásmido contiene las dos secuencias de PTU 
desaturasa establecidas en el anterior apartado "Description de pDAB7318". Estas PTUs se orientaron en una 
orientación cabeza a cola dentro de las regiones del margen de la hebra T del ADN del vector binario de 
transformación de plantas, pDAB7309. Este vector binario contiene la PTU fosfinotricinacetil transferasa, que 
consiste en el promotor del virus del mosaico de la nervadura de mandioca (promotor CsVMV v2; Verdaguer et al. 30
(1996) Plant Mol. Biol. 31:1129-39); fosfinotricin acetil transferasa (PAT v5; Wohlleben et al. (1988) Gene 70:25-37); 
y la región 3´no traducida de ORF1 de Agrobacterium tumefaciens (3' UTR de AtuORF1 v4; Huang et al. (1990), 
supra), en adición a otros elementos reguladores tales como la región de unión a la matriz RB7 de Nicotiana 
tabacum (RB7 MAR v2; Genbank: U67919), Overdrive (Toro et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85(22):8558-
62), y las secuencias de borde de la hebra T (T-DNA Border A and T-DNA Border B; Gardner et al. (1986) Science 35
231:725-7, y documento de patente internacional PCT No. WO2001/025459A1). Los plásmidos que contienen las 
PTUs descritas anteriormente fueron aislados y confirmados por medio de la digestión con enzimas de restricción y 
secuenciación del ADN.

Descripción de pDAB7320: pDAB7320 (Fig. 8; SEQ ID NO: 55) se construyó usando técnicas de biología molecular 
estándar Este plásmido contiene una secuencia de PTU desaturasa. La PTU desaturasa contiene el promotor 40
PvPhas v2, 5' UTR de PvPhas, LnD9DS-2 v2 (SEQ ID NO:17), y la 3' UTR de AtuORF23. Los elementos en las PTU 
desaturasas están conectados por secuencias intervinientes cortas adicionales. La secuencia de PTU desaturasa 
también está flanqueada por lugares de recombinación Gateway® de Invitrogen para facilitar su transferencia a un 
plásmido de transformación de Agrobacterium. Adicionalmente, el plásmido contiene un origen de replicación y un 
marcador seleccionable de kanamicina.45

Descripción de pDAB7321: pDAB7321 (Fig. 9; SEQ ID NO:61) se construyó por medio de recombinación con 
Gateway® entre pDAB7320 y pDAB7309. Este plásmido contiene la secuencia de PTU desaturasa establecida en el 
apartado precedente "Descripción de pDAB7319". Esta PTU fue orientada en una orientación cabeza-cola en las 
regiones de margen del ADN de la hebra T del vector binario de transformación de la planta, pDAB7309. Este vector 
binario contiene la PTU acetiltransferasa de fosfinotricina: promotor CsVMV v2; PAT v5; y 3' UTR de AtuORF1 v4, en 50
adición a otros elementos reguladores tales como Overdrive y secuencias de borde de la hebra T (T-DNA border A y 
T DNA border B). Los plásmidos que contienen la PTU descrita anteriormente fueron aislados y confirmados por 
medio de la digestión con enzimas de restricción y secuenciación de ADN.

Descripción de pDAB7323: pDAB7323 (Fig.10; SEQ ID NO: 56) se construyó usando técnicas de biología molecular
estándar. Este plásmido contiene dos secuencias de PTU desaturasa. La primera PTU desaturasa contiene el 55
promotor PvPhas v2, 5' UTR de PvPhas, AnD9DS v3 (SEQ ID NO:47), 3' UTR de PvPhas, y 3´ MAR de PvPhas v2. 
La segunda PTU desaturasa contiene el promotor PvPhas v2, 5' UTR de PvPhas, HzD9DS v2 (SEQ ID NO:16), y 3' 
UTR de AtuORF23. Los elementos en las PTU desaturasas están conectados por secuencias intervinientes cortas 
adicionales. Las dos secuencias de PTU desaturasas están flanqueadas por lugares de recombinación Gateway

®
de 
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Invitrogen para facilitar su transferencia a un plásmido de transformación de Agrobacterium. Adicionalmente, el 
plásmido contiene un origen de replicación y un marcador seleccionable de kanamicina.

Descripción de pDAB7324: pDAB7324 (Fig.11; SEQ ID NO:62) fue construido por medio de recombinación por 
Gateway® entre pDAB7323 y pDAB7309. Este plásmido contiene las dos secuencias de PTU desaturasa 
establecidas en el epígrafe precedente "Descripción de pDAB7323". Estas PTUs se orientaron en una orientación 5
cabeza a cola dentro de las regiones de borde de la hebra T de ADN del vector binario de transformación de plantas, 
pDAB7309. Este vector binario contiene la PTU fosfinotricina acetiltransferasa: promotor CsVMV v2; PAT v5; y 3' 
UTR de AtuORF1 v4, además de otros elementos reguladores tales como Overdrive y secuencias de borde de hebra 
T (T-ADN Border A y T-ADN Border B). Los plásmidos que contenían las PTUs descritas anteriormente fueron 
aislados y confirmados por medio de la digestión con enzimas de restricción y secuenciación del ADN.10

Descripción de pDAB7325: pDAB7325 (Fig.12; SEQ ID NO: 57) se construyó usando técnicas estándar de biología 
molecular. Este plásmido contiene una secuencia de PTU desaturasa. Esta PTU desaturasa contiene el promotor 
PvPhas v2, 5' UTR de PvPhas, HzD9DS v2 (SEQ ID NO:16), y 3' UTR de AtuORF23. Los elementos en la PTU 
desaturasa están conectados por secuencias intervinientes cortas adicionales, y la secuencia PTU desaturasa está 
flanqueada por lugares de recombinación por Gateway® de Invitrogen para facilitar su transferencia a un plásmido de 15
transformación de Agrobacterium. Adicionalmente, el plásmido contiene un origen de replicación y un marcador 
seleccionable de kanamicina.

Descripción de pDAB7326: pDAB7326 (Fig.13; SEQ ID NO:63) se contruyó por medio de recombinación Gateway®

entre pDAB7325 y pDAB7309. Este plásmido contiene la secuencia de PTU desaturasa establecida en el epígrafe 
precedente "Descripción de pDAB7325". La PTU fue orientada en la orientación cabeza cola dentro de las regiones 20
de borde de la hebra T del ADN del vector binario de transformación, pDAB7309. Este vector binario contiene la PTU 
fosfinotricina acetiltransferasa: promotor CsVMV v2; PAT v5; y 3' UTR de AtuORF1 v4, además de otros elementos 
reguladores tales como Overdrive y secuencias de borde de hebra T (T-ADN Border A y T-ADN Border B). Los 
plásmidos que contenían la PTU descrita anteriormente fueron aislados y confirmados por medio de la digestión con 
enzimas de restricción y secuenciación del ADN.25

Descripción de pDAB7327: pDAB7327 (Fig. 14; SEQ ID NO: 58) se construyó utilizando técnicas de biología 
molecular estándar. Este plásmido contiene una secuencia de PTU desaturasa. La PTU desaturasa contiene el 
promotor PvPhas v2, 5' UTR de PvPhas, gen AnD9DS v3 (SEQ ID NO:49), y 3' UTR de AtuORF23. Los elementos 
en la PTU desaturasa están conectados por secuencias intervinientes cortas adicionales. La secuencia de PTU 
desaturasa también está flanqueada por lugares de recombinación de Gateway® de Invitrogen para facilitar su 30
transferencia a un plásmido de transformación Agrobacterium. Adicionalmente, el plásmido contiene un origen de 
replicación y un marcador seleccionable de kanamicina.

Descripción de pDAB7328: pDAB7328 (Fig.15; SEQ ID NO: 64) fue construido por medio de recombinación 
Gateway® de pDAB7327 y pDAB7309. Este plásmido contiene la secuencia de la PTU desaturasa establecida en el 
epígrafe precedente "Description de pDAB7327". La PTU fue orientada en la orientación cabeza cola dentro de las 35
regiones de borde de la hebra T del ADN del vector binario de transformación, pDAB7309. Este vector binario
contiene la PTU de fosfinotricina acetiltransfera: promotor CsVMV v2; PAT v5; y 3' UTR de AtuORF1 v4, además de 
otros elementos reguladores tales como Overdrive y secuencias de borde de hebra T (T-ADN Border A y T-ADN 
Border B). Los plásmidos que contenían la PTU descrita anteriormente fueron aislados y confirmados por medio de 
la digestión con enzimas de restricción y secuenciación del ADN.40

Descripción de pDAB7329: pDAB7329 (Fig.16; SEQ ID NO: 59) fue construido usando técnicas estándar de biología 
molecular. Este plásmido contiene una secuencia de PTU desaturasa, que contiene el promotor PvPhas v2, 5' UTR 
de PvPhas, MgD9DS v2 (SEQ ID NO:15), y 3' UTR de AtuORF23. Los elementos en esta PTU desaturasa están 
conectados por secuencias intervinientes cortas adicionales. La secuencia de PTU desaturasa está flanqueada por 
lugares de recombinación de Gateway® de Invitrogen para facilitar su transferencia a un plásmido de transformación 45
de Agrobacterium. Adicionalmente, el plásmido contiene un origen de replicación y un marcador seleccionable de 
kanamicina. 

Descripción de pDAB7330: pDAB7330 (Fig.17; SEQ ID NO: 65) fue construido por medio de Gateway® por 
recombinación entre pDAB7329 y pDAB7309. Este plásmido contiene la secuencia de PTU desaturasa establecida 
en el epígrafe precedente "Descripción de pDAB7325". Esta PTU fue orientada en la orientación cabeza cola dentro 50
de las regiones de borde de la hebra T del ADN del vector binario de transformación, pDAB7309. Este vector binario
contiene la PTU de fosfinotricina acetiltransfera: promotor CsVMV v2; PAT v5; y 3' UTR de AtuORF1 v4, además de 
otros elementos reguladores tales como Overdrive y secuencias de borde de hebra T (T-ADN Border A y T-ADN 
Border B). Los plásmidos que contenían la PTU descrita anteriormente fueron aislados y confirmados por medio de 
la digestión con enzimas de restricción y secuenciación del ADN.55

Descripción de pDAB7331: además de los anteriores, se construyó un plásmido de control que no contenía una PTU 
desaturasa (SEQ ID NO: 66). Fig.18. Esta construcción sólo contenía una PTU de fosfotricina acetil transferasa, 
además de los otros elementos reguladores descritos en pDAB7309.
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Ejemplo 4: Transformación de Agrobacterium

Se prepararon células de Agrobacterium tumefaciens electrocompetentes (tabla 9) usando un protocolo de Weigel y 
Glazebrook (2002) "How to Transform Arabidopsis", capítulo 5, en Arabidopsis, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor, NY. 50 µl de células competentes de Agrobacterium fueron descongeladas sobre hielo, y 
fueron transformadas usando de 300 a 400 ng de ADN del vector plásmido binario. La mezcla de células se sometió 5
a electoporación en presencia de ADN, utilizando cubetas de electroporación anteriormente refrigeradas (0,2 cm), y 
un electroporador Bio-Rad Gene Pulser® (Hercules, California) en las siguientes condiciones: voltaje: 2,5 kV, longitud 
del pulso: 5 milisegundos, salida de la capacitancia 25 µF, resistencia 200 Ω. Después de la electroporación, se 
añadió a cada cubeta 1 ml de caldo YEP (estracto de levadura (10 g/l), peptona (10 g/l), y NaCl (5 g/l)), y la 
suspensión de células YEP se transfirió a un tubo de cultivo de15 ml. Las células fueron incubadas a 28° C con 10
agitación suave durante 4 horas, después de ello el cultivo se sembró en placas de agar + YEP con la selección 
apropiada según la tabla 9. Las placas se incubaron durante de 2-4 días a 28° C, y las colonias fueron 
seleccionadas y sembradas en placas de YEP + agar con selección de antibióticos e incubadas a 28º C durante de 
1-3 días. Las colonias fueron verificadas como de Agrobacterium usando el test de cetolactosa, y las colonias 
positivas a cetolactosa fueron aisladas a continuación usando dos pases de aislamiento de una única colonia. Se 15
hizo una placa de parche final de las colonias después de que el aislamiento de la colonia única se completara.

Tabla 9.Cepas de Agrobacterium y selección de antibióticos.

Cepa Selección genómica Selección de AyudanteTi Selección del vector binario

Z707S Estreptomicina Kanamicina Espectinomicina

DA2569 Eritromicina Kanamicina Espectinomicina

EHA105 Estreptomicina no disponible Espectinomicina

DA2552 Eritromicina ninguno Espectinomicina

Validación de la colonia de Agrobacterium: se usó análisis de digestión por restricción para verificar la presencia del 
plásmido intacto utilizando enzimas de digestión por restricción específicas para el vector. Se usó el kit de ADN de 20
plásmidos de Macherey-Nagel NucleoBond® según las recomendaciones del protocolo recomendado por el 
fabricante para purificar el ADN del plásmido de las colonias de Agrobacterium transformadas seleccionadas. El 
ADN del plásmido del vector binario usado en la transformación del Agrobacterium fue incluido como control. Se 
realizaron cuatro reacciones separadas de digestión utilizando de 0,75-1 µg de ADN. La reacción se dejó funcionar 
durante de 1-2 horas, y luego se analizó por electroforesis en gel de agarosa y tinción con bromuro de etidio. Se 25
seleccionaron las colonias para las que los productos de digestión de todas las enzimas fueran idénticas al plásmido
de control y coincidían con los tamaños de las bandas esperados.

Se usó A. tumefaciens cepa LBA404 (Invitrogen Carlsbad, California) para la transformación de Arabidopsis, y A. 
tumefaciens cepa Z707S (Hepburn et al. (1985) J. Gen. Microbiol. 131:2961-9) para la transformación de canola.

Ejemplo 5: Transformación de Arabidopsis thaliana mediada por Agrobacterium30

Transformación de Arabidopsis: Arabidopsis se transformó usando un método de inmersión floral basado en el 
método de Clough y Bent (1998) Plant J. 16:735-743. Se usó una colonia seleccionada de Agrobacterium para 
inocular uno o más de precultivos de 30 ml de caldo YEP que contenían los antibióticos apropiados para la 
selección. El (los) cultivo(s) se incubaron durante la noche a 28° C con agitación constante a 220 rpm. Cada 
precultivo se usó para inocular dos cultivos de 500 ml de caldo YEP que contenían los antibióticos para la selección, 35
y los cultivos se incubaron durante la noche a 28° C con agitación constante. Después las células se colocaron en
placas a aproximadamente 8700 g durante 10 minutos a temperatura ambiente, y el sobrenadante resultante se 
desechó. El sedimento celular se resuspendió suavemente en 500 ml de medio de infiltración que contenía: 1/2 de 
sales de Murashige y Skoog/vitaminas B5 de Gamborg´s, 10% (p/v) de sacarosa, 0,044 µM de bencilaminopurina 
(10 µl/litro de solución madre de 1 mg/ml en DMSO), y 300 µl/litro Silwet® L-77. Se sumergieron plantas de 40
aproximadamente 1 mes de edad en el medio durante 15 segundos, teniendo cuidado de sumergir la inflorescencia 
más nueva. Las plantas se colocaron entonces de lado en posición horizontal, y se cubrieron (cubierta transparente 
u opaca) durante 24 horas, después se lavaron con agua, y se colocaron en posición vertical. Las plantas se 
cultivaron a 22° C, con un fotoperiodo de 16 horas de luz/8 horas de oscuridad. Aproximadamente 4 semanas 
después de la inmersión, se recogieron las semillas de las plantas.45

Condiciones de cultivo de Arabidopsis thaliana: las semillas recién recogidas se secaron durante 7 días a 
temperatura ambiente en presencia de un desecante. Depués del secado, las semillas se suspendieron en una 
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solución al 0,1% de agarosa (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Las semillas suspendidas se almacenaron a 4° C 
durante 2 días para completar los requisitos de latencia y asegurar la germinación sincronizada de las semillas 
(estratificación). Sunshine Mix LP5 (Sun Gro Horticulture Inc., Bellevue, WA) se cubrió con vermiculita fina y se 
subirrigó con solución de Hoaglan hasta la humidificación. La mezcla de tierra se drenó durante 24 horas. Las 
semillas estratificadas se sembraron en la vermiculita y se cubrieron con bóvedas de humedad (KORD Products, 5
Bramalea, Ontario, Canadá) durante 7 días. Se germinaron las semillas, y las plantas se cultivaron en un controlador 
Conviron (modelos CMP4030 y CMP3244, Controlled Environments Limited, Winnipeg, Manitoba, Canadá) en 
condiciones de día largo (16 horas de luz/8 horas de oscuridad) a una intensidad de la luz de 120-150 µmoles/m2 

segundo a temperatura (22° C) y humedad (40-50%) constantes. Las plantas se regaron inicialmente con una 
solución de Hoaglan, y después con agua desionizada a fin de mantener el suelo húmedo pero no seco. Cerca de la 10
cosecha de las semillas (1-2 semanas antes de la cosecha) las plantas se secaron.

Selección de plantas T1 transformadas: las semillas de T1 se sembraron en bandejas de germinación de 10,5" x 21" 
(T.O. Plastics Inc., Clearwater, MN) como se describió anteriormente y se cultivaron en las condiciones señaladas. 
Las bóvedas se eliminaron de 5-6 días después de la siembra, 5 días después de la siembra, y de nuevo 10 días 
después de la siembra, y se rociaron las plántulas con una solución de herbicida de glufosinate al 0,20% (Liberty) en 15
un volumen de pulverización de 10 ml/bandeja (703 l/ha) usando una boquilla de pulverización de aire comprimido 
DeVilbiss para ofrecer una tasa efectiva de 280 g/ha de glufosinato por aplicación. 10 ml de la solución herbicida de 
glufosinato se pipeteó en un vial de centelleo de 20 ml para cada bandeja a pulverizar. La pulverización se aplicó 
usando un patrón de aplicación horizontal y vertical. Después de cada pulverización, se añadió una etiqueta de 
pulverización con el nombre del herbicida, tasa de aplicación, y fecha de aplicación a cada bandeja de selección. De 20
4 a 7 días después de la segunda pulverización, se identificaron las plantas resistentes al herbicida y se 
trasplantaron a macetas preparadas con la mezcla Sunshine LP5. Las plantas trasplantadas se colocaron en un 
invernadero en las condiciones de cultivo mencionadas anteriormente. De seis a ocho semanas después del 
transplante, las semillas de cada planta se recogieron y se almacenaron por separado con un número de 
identificación único.25

Ejemplo 7: Transformación de canola mediada por Agrobacterium

Preparación de Agrobacterium: cepas de Agrobacterium que contenían ya sea pDAB7319, pDAB7321, pDAB7324, 
pDAB7326, pDAB7328, pDAB7330 o pDAB7331 se usaron para inocular en surcos placas de YEP (Bacto Peptona 
(20,0 g/l) y extracto de levadura (10,0 g/l)) que contenían estreptomicina (100 mg/ml) y espectinomicina (50 mg/ml), 
y se incubaron durante 2 días a 28° C. Un asa de la placa de surco de 2 días se inoculó con 150 ml de YEP líquido 30
modificado con estreptomicina (100 mg/ml) y espectinomicina (50 mg/ml) en frascos Erlenmeyer estériles de 500 ml 
y los frascos se agitaron a 200 rpm a 28° C. Los cultivos se resuspendieron en medio M (sales LS; 3% glucosa; 
vitaminas B5 modificadas; kinetina 1 µM; 2,4-D 1 µM; pH 5,8), y se diluyeron hasta la densidad apropiada (50 
unidades de Klett), antes de la transformación de los hipocótilos de canola.

Transformación de canola:35

Germinación de las semillas: semillas de canola (variedad Nexera 710) se esterilizaron en la superficie con 10% de 
lejía (Clorox) durante 10 minutos, y después se enjuagaron en coladores de acero tres veces con agua destilada 
estéril. Las semillas se plantaron para su germinación en medio de Canola ½ MS (1/2 MS, 2% sacarosa, 0,8% Agar) 
contenido en bandejas Phytatrays (25 semillas por Phytatray). Las bandejas se colocaron en una cámara de 
crecimiento de medio ambiente (Percival Scientific, Inc., Perry, IA) con un régimen de crecimiento establecido a 25° 40
C y un fotoperiodo de 16 horas de luz/8 horas de oscuridad, y se germinaron durante 5 días.

Pre-tratamiento: En el día 5, segmentos de ∼3 mm de hipocótilo se extirparon asépticamente, desechando las 
secciones de raíz y tallos (el secado de los hipocótilos se evitó colocándolos en 10 ml de agua milliQ estéril durante 
el proceso de extirpación). Los segmentos de hipocótilo se colocaron horizontalmente en papel de filtro estéril en un 
medio de inducción de callo, MSK1D1 (MS; kinetina1 mg/l; 2,4-D1 mg/l; 3% sacarosa; 0,7% Phytagar) durante 3 días 45
de pretratamiento en una cámara de crecimiento de medio ambiente establecida a 22-23° C y un fotoperiodo de 16 
horas de luz/8 horas de oscuridad.

Cultivo conjunto con Agrobacterium: el día antes del tratamiento con Agrobacterium, se inocularon frascos de medio 
YEP que contenían los antibióticos apropiados. Se transfirieron los segmentos de hipocótilo desde el papel de filtro a 
placas petri vacías de 100 x 25 mm que contenían 10 ml de medio líquido M para prevenir que los segmentos de 50
hipocótilo se secaran. Se usó una espátula en esta etapa para sacar y transferir los segmentos. El medio líquido M 
se eliminó con una pipeta, y se añadió 40 ml de suspensión de Agrobacterium a la placa petri (500 segmentos con 
40 ml de solución de Agrobacterium). Los segmentos se trataron durante 30 minutos con agitación periódica de la 
placa petri a fin de que los hipocótilos permaneciaran inmersos en la solución de Agrobacterium. Al final del periodo 
de tratamiento, la solución de Agrobacterium se pipeteó en un vaso de precipitado de residuos, se sometió a 55
autoclave, y se desechó (la solución de Agrobacterium se eliminó completamente para prevenir el crecimiento 
excesivo de Agrobacterium). Los hipocótilos tratados se transfirieron con forceps de vuelta a las placas originales 
que contenían MSK1D1 con papel de filtro, teniendo cuidado de que los segmentos no se secaran. Los segmentos 
de hipocótilo, junto con los segmentos de control, se devolvieron a una cámara de crecimiento de medio ambiente 
con intensidad de luz reducida (por medio del recubrimiento de las placas con papel de aluminio), y los hipocótilos 60
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tratados se cultivaron conjuntamente con Agrobacterium durante 3 días.

Inducción de callo en medio de selección: después de 3 días de cultivo conjunto, los segmentos de hipocótilo se 
transfirieron individualmente con unas pinzas sobre medio de inducción de callo, MSK1D1H1 (MS; kinetina 1 mg/l; 
2,4-D 1 mg/l; MES 0,5 g/l; AgNO3 5 mg/l; Timentina 300 mg/l; Carbenicilina 200 mg/l; Herbiace1 mg/l; 3% sacarosa; 
0,7% Phytagar). Los segmentos de hipocótilos fueron anclados sobre el medio, pero no fueron embebidos en el 5
medio.

Selección y regeneración de brotes: después de 7 días en medio de inducción de callos, los segmentos de 
hipocótilos de formación de callos se transfirieron al medio de regeneración Shoot 1 con selección, MSB3Z1H1 (MS; 
BAP 3 mg/l; Zeatina 1 mg/l; MES 0,5 g/l; AgNO3 5 mg/l; Timentina 300 mg/l; Carbenicilina 200 mg/l; Herbiace 1 mg/l; 
3% sacarosa; 0,7% Phytagar). Después de 14 días, los hipocótilos con brotes se transfirieron al medio de 10
regeneración 2 con un aumento de la selección, MSB3Z1H3 (MS; BAP 3 mg/l; Zeatina 1 mg/l; MES 0,5 g/l; AgNO3 5 
mg/l; Timentina 300 mg/l; Carbenicilina 200 mg/l; Herbiace® 3 mg/l; 3% sacarosa; 0,7% Phytagar).

Alargamiento del brote: Después de 14 días, los segmentos con brotes se transfirieron al medio de alargamiento de 
brotes, MSMESH5 (MS; Timentina 300 mg/l; Herbiace® 5 mg/l; 2% sacarosa; 0,7% TC Agar). Los brotes que ya se 
habían alargado fueron aislados y transferidos a MSMESH5. Después de 14 días, los brotes remanentes que no se 15
habían alargado en la primera vuelta fueron colocados en MSMESH5, y transferidos a un medio de selección fresco 
de la misma composición. En este estado, todos los segmentos de hipocótilo remanentes fueron descartados.

Los brotes que se alargaron en medio MSB3Z1H3 después de 2 semanas fueron aislados y transferidos a medio  
MSMESH5. Los brotes remanentes que no se habían alargado en la primera vuelta en MSMESH5 fueron aislados, y 
transferidos a medio fresco de selección de la misma composición. En este estado todos los segmentos de 20
hipocótilo remanentes fueron descartados.

Inducción de raíces: Después de 14 días, los brotes fueron transferidos a medio MSMEST (MS; MES 0,5 g/l; 
Timentina 300 mg/l; 2% sacarosa; 0,7% TC Agar) para inducción de las raíces. Los brotes que no formaron raíces 
en la primera transferencia en medio MSMEST fueron transferidos para un segundo o tercer ciclo en medio 
MSMEST hasta que se obtuvieron las plantas enraizadas. Los brotes que no elongaron/enraizaron en la primera 25
transferencia en medio MSMEST fueron transferidos para un segundo o tercer ciclo en medio MSMEST hasta que 
se obtuvieron plantas enraizadas. Las plantas que enraizaron en MSMESH5 o MSMEST y fueron PCR-positivas 
fueron enviadas para transplante en suelo. Despues de la cosecha, las plantas de canola T0 fueron posteriormente 
analizadas para eventos que contuvieran casetes de PTU transgénicas. Las plantas fueron después transferidas a 
un invernadero, cultivadas hasta madurez, y la semilla fue recogida para análisis adicionales.30

Ejemplo 8: Análisis de ADN de tejido de hoja de Arabidopsis T1 y de tejido de hoja de canola T0

Las plantas de canola T0 y Arabidopsis T1 se analizaron para identificar plantas que contenían casetes de expresión 
de PTU. Se realizaron ensayos de Invader® para cribar inicialmente muestras de plantas supuestamente 
transformadas, e identificar eventos que contenían una sola copia de la PTU de pat. Eventos que se identificaron 
como eventos de copia única se mantuvieron y se analizaron adicionalmente para la presencia de PTU(s) 35
desaturasa(s) a través de PCR. Eventos que fueron positivos en la PCR para la casete de expresión de las PTU(s) 
desaturasas se analizaron adicionalmente mediante análisis de transferencia Southern. El análisis de transferencia 
Southern se completó para confirmar que las plantas contenían la expresión de PTU del gen del vector binario usado 
para tranformar las plantas. Se seleccionaron para seguimiento los eventos de copia única que contenían todo de 
los PTUs.40

Aislamiento del ADN: el ADN genómico total (gADN) fue extraído del tejido de hoja liofilizado utilizando el kit 
DNeasy® de Qiagen de 96 plantas (Qiagen, Valencia, California). Este ADNg se diluyó después a 10 ng/µl (canola) o 
0,7 ng/µl (Arabidopsis) para uso en ensayos de PCR y Invader® para número de copia.

Análisis de Invader
®
: el análisis del número de copia del marcador seleccionable, pat, fue completado usando el 

ensayo de Invader® (Third Wave Technologies, Madison, WI). El ADN genómico fue desnaturalizado a 95° C durante 45
10 minutos, congelado en hielo, y mezclado con una mezcla maestra de los reactivos que contenía sondas de 
oligonucleótido, moléculas de tinte capaz de la transferencia de energía de resonancia fluorescente (FRET), y la 
enzima cleavase, según el protocolo recomendado por el fabricante. Las reacciones contenían sondas para los 
genes de referencia internos. El gen 1-desoxixilulosa-5 fosfato reductoisomerasa (DXR1) se usó como gen de 
referencia interna para las reacciones de ensayo Invader® de Arabidopsis, y el gen de la proteína del grupo de alta 50
movilidad (HMGa) se usó como gen de referencia interna para las reacciones de ensayo Invader® de canola. 
Además, las placas contenían 1 copia, 2 copias, y 4 copias de estándar, así como muestras de control de tipo 
silvestre y pocillos en blanco que no contenían muestras. Toda la reacción se cubrió con aceite mineral antes de la 
incubación en un termociclador a 63° C durante 1,5 horas. La reacción resultante se leyó en un lector de placas 
fluorométrico (Synergy™ 2, BioTek Instruments, Winooski, VT). Se recogieron las lecturas tanto en el canal FAM (λ55
485-528 nm) como el RED (λ 560-620 nm). A partir de éstas, se determinó el cero de pliegue (es decir, el fondo) 
para cada canal para cada muestra dividiendo la señal en bruto de la muestra por la señal sin ninguna plantilla. A 
partir de estos datos, se construyó una curva estándar, y se determinó el mejor ajuste por análisis de regresión 
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lineal. Usando estos parámetros identificados del ajuste, se determinó el número de copia pat aparente para cada 
muestra.

Análisis de PCR: el análisis de PCR se completó usando cebadores que amplificaban cada unidad de transcripción 
de la planta. Estos cebadores estaban situados en el promotor (Faseolina) y el 3' UTR (Faseolina u ORF23). Estos 
mismos grupos de cebadores se usaron para el análisis de PCR de ambos, canola y Arabidopsis. Para el análisis de 5
PCR de los eventos pDAB7319 y pDAB7324, se utilizaron los cebadors MAS414 (SEQ ID NO: 18) y MAS415 (SEQ 
ID NO: 19) para amplificar la primera PTU. Esta PTU consistía en el promotor de Faseolina, un equivalente funcional 
de un gen acil-CoA delta-9 desaturasa de Aspergillus nidulans (AnD9DS v3; SEQ ID NO:49), y el terminador de 3' 
UTR de faseolina. Para la amplificación por PCR de la segundo PTU en el constructo pDAB7319, se usaron los 
cebadores MAS415 y MAS413 (SEQ ID NO: 20). Esta PTU consiste en el promotor de faseolina, un equivalente 10
funcional de un gen acil-CoA delta-9 desaturasa de Leptosphaeria nodorum (LnD9DS-2 v2; SEQ ID NO:17), y la  3' 
UTR de ORF23. Los pares de cebadores MAS415 y MAS413 también se utilizaron para amplificar la segunda PTU 
de eventos generados por la transformación con pDAB7324 (promotor de faseolina, un equivalente funcional de un 
gen de acil-CoA delta-9 desaturasa v2 de Helicoverpa zea (HzD9DS v2; SEQ ID NO:16), y la 3' UTR de ORF23). 
Además, los pares de cebadores MAS415 y MAS413 se usaron para amplificar las PTUs en los constructos 15
pDAB7321 y pDAB7326.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en volúmenes de 25 µl usando 20 ng de ADN genómico, 5 unidades Ex 
Taq (Takara), tampón de reacción 1x, 0,2 µM de cada dNTP, y 0,8 µM de cada cebador. Las reacciones de 
amplificación se llevaron a cabo en un ciclador térmico DNA Engine Tetrad® 2 (BioRad, Hercules, CA). Se usaron las 
siguientes condiciones de ciclación para los cebadores MAS413 y MAS415: 3 minutos a 94° C; seguido de 35 ciclos 20
de 30 segundos a 94° C, 30 segundos a 63° C, y 3 minutos a 72° C; y una extensión final de 10 minutos a 72° C. Las 
condiciones de ciclación usadas para los cebadores MAS414 y MAS415 fueron las mismas con la única diferencia
de que la temperatura de hibridación se redujo de 63° C a 60° C. Los productos de reacción se desarrollaron en un 
gel de 1% agarosa, se tiñeron con bromuro de etidio, y se visualizaron en un Gel-Doc™.

Análisis de la transferencia Southern: se usó el análisis de transferencia Southern para establecer el patrón de 25
integración de los eventos de canola. Estos experimentos generaron datos que demostraron la integración e 
integridad del transgén de desaturasa dentro del genoma de canola. Eventos seleccionados se caracterizaron como 
un evento simple de integración de larga duración, que contenía una sola copia del transgén de desaturasa a partir 
del vector binario usado para la transformación de la planta.

Se llevó a cabo un análisis detallado de transferencia Southern usando sondas específicas para los genes de 30
desaturasa y enzimas de restricción descriptivas, que escinden en sitios localizados dentro del plásmido. Estos 
productos de digestión producen fragmentos de hibridación internos al plásmido, o fragmentos que puentean la 
unión del plásmido con ADN genómico de canola (fragmentos de borde). Los tamaños moleculares indicados de la 
hibridización Southern para la combinación de los enzimas de restricción y las sondas fueron únicos para cada 
evento. Estos análisis también mostraron que el fragmento de plásmido se había insertado en el ADN genómico de 35
canola sin reordenamientos de la hebra T del ADN.

Para el análisis de transferencia Southern, se extrajeron 100 mg de tejido de hoja de canola usando el Plant Mini Kit
(Qiagen). Se digerioron cinco micrograms (5 µg) de ADNg por muestra simultáneamente con endonucleasas de 
restricción SpeI y PacI (New England Biolabs, Ipswich, MA) para obtener fragmentos que contenían ya sea las PTUs 
de interés, y/o el marcador seleccionable (PAT), para determinar el número de copia. El ADN digerido se separó en 40
un gel de agarosa al 0,8%.

En pocas palabras, después de la separación electroforética y visualización de los fragmentos de ADN, los geles se 
despurinaron con HCl 0,25 N durante aproximadamente 20 minutos, y después fueron expuestos a una solución 
desnaturalizante durante aproximadamente 30 minutos, seguido de una solución neutralizante durante al menos 30 
minutos. Se realizó la transferencia Southern durante la noche sobre membranas de nylon (Millipore, Billerica, MA) 45
usando un sistema de mecha con 10× SSC. Después de la transferencia, se lavaron las membranas con una 
solución 2x SSC, y el ADN se unió a la membrana mediante reticulación con UV. Este proceso produjo membranas 
de transferencia Southern listas para la hibridación.

Se generaron las sondas y se amplificaron los fragmentos de PCR a partir de ADN plásmido y se purificaron por
medio de extracción por gel usando el kit QIAquick® Gel Extraction kit (Qiagen). Los cebadores usados para crear la 50
sonda LnD9DS fueron arw008 (SEQ ID NO:21) y arw009 (SEQ ID NO:22). Los cebadores usados para crear la 
sonda HzD9 fueron arw010 (SEQ ID NO:23) y arw011 (SEQ ID NO:24). Las condiciones de PCR para todas las tres 
reacciones consistieron en 35 ciclos con una temperatura de hibridación de 63° C y un tiempo de extensión de 1 
minuto. Los fragmentos de PCR fueron marcados con 32P usando el kit de marcar Prime-It® RmT Random Primer 
Labeling kit (Stratagene, La Jolla, CA).55

La etapa de hibridación se condujo a aproximadamente 65° C durante la noche en el horno de hibridación. Las 
transferencias en membrana de nylon se enjuagaron, y la transferencia se expuso en una pantalla de imagen de 
fósforo durante la noche, y se escaneó en un escaneador Storm™ 860 (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).
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Ejemplo 9: Composición de ácidos grasos de las semillas de Arabidopsis transgénico que contenía una acil-CoA 
delta-9 desaturasa

Se transformaron plantas de Arabidopsis con vectores de Agrobacterium que contenían genes para LnD9DS-2 v2 
(pDAB7321; SEQ ID NO:61), HzD9DS v2 (pDAB7326; SEQ ID NO:63) o MgD9DS v2 (pDAB7330; SEQ ID NO:65). 
Las plantas fueron también transformadas con un vector que contenía un gen AnD9DS (pDAB7328; SEQ ID NO:64). 5
Un vector vacío que contenía solo el gen del marcador seleccionable pat (pDAB7331; SEQ ID NO:66) se usó como 
control negativo. Las transformaciones se realizaron también usando dos desaturasas en combinación, a fin de 
combinar una desaturasa que prefería estearoilo (AnD9DS) con una desaturasa que prefería palmitoilo, o LnD9DS-2 
(pDAB7319; SEQ ID NO:60), o HzD9DS (pDAB7324; SEQ ID NO:62). En todos los casos, los genes de desaturasa 
fueron conducidos por el promotor específico para las semillas PvPhas (documento de patente de Estados Unidos 10
Nº 5.504.200). Semillas a granel T2 fueron cosechadas de plantas resistentes a los herbicidas T1 en las que se 
confirmó que contenían el gen pat por análisis de ensayo Invader® y la PTU de desaturasa por análisis de PCR.

Las muestras de semillas se homogeneizaron en triheptadecanoína que contenía heptano (Nu-Chek prep, Elysian, 
MN) como sustituto usando una bola de acero y molino de bolas. Antes de la homogeneización, se añadió una 
solución de MeONa (Sigma) en MeOH 0,25 M recientemente preparada a la muestra. La reacción se condujo bajo 15
calor suave (40° C) y agitación constante. La reacción se verificó por la recuperación del sustituto metilado. La 
extracción de FAMEs se repitió tres veces, y todas las capas de heptano se combinaron antes del análisis. La 
integridad de la extracción se verificó mediante la comprobación de la presencia de FAMEs en una cuarta 
extracción/derivatización. Las FAMEs resultantes se analizaron por GC-FID usando una columna capilar BPX 70 de 
SGE (15 m x 0,25 mm x 0,25 µm). Cada FAME se identificó por su tiempo de retención, y se cuantificó por la 20
inyección de una muestra de referencia de aceite de colza de Matreya, LLC (Pleasant Gap, PA), como estándar de 
calibración.

Análisis FAME de las semillas T2 de los eventos transgénicos mostraron que la expresión de cada una de las 
desaturasas tuvo un efecto significativo en la reducción del contenido total de ácidos grasos en las semillas, como se 
determina por el promedio del contenido de cada conjunto de eventos. Tabla 10 y Fig. 19. En esta tabla y las tablas 25
siguientes, los valores no conectados por la misma letra son significativamente diferentes, como se determina 
usando la prueba de Tukey-Kramer HSD realizada en el paquete de software estadístico JMP® (SAS Institute Inc., 
Cary, NC). Las combinaciones de AnD9DS con LnD9DS-2 o HzD9DS produjeron el promedio de contenido total de 
ácidos grasos saturados más bajo.

Tabla 10: Contenido total de ácidos grasos saturados de semillas T2 de Arabidopsis30

Gen Número de muestras T2 Promedio de ácidos grasos 
saturados totales

Control 204 A 13,49

WT 60 A 13,16

MgD9DS v2 42 B 10,26

LnD9DS-2 v2 49 B 10,00

HzD9DS v2 70 B 9,58

AnD9DS v3 32 C 8,73

AnD9DS v3 + HzD9DS v2 39 C 8,23

AnD9DS v3 + LnD9DS-2 v2 51 C 8,09

Aunque todas las desaturasas redujeron el contenido total de ácidos grasos saturados en las semillas de 
Arabidopsis, tuvieron efectos diferentes en el contenido de los ácidos grasos palmítico y esteárico, como se predijo a 
partir de los experimentos de levadura. La Tabla 11 y Fig. 20 muestran el promedio de contenido de ácido palmítico 
para cada conjunto de eventos. La Tabla 12 y la Fig. 21 muestran el promedio de contenido de ácido esteárico de 35
semillas T2 para cada conjunto de eventos.
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Tabla 11: Contenido de ácido palmítico de las semillas T2 de Arabidopsis

Gen Promedio de ácido palmítico

Control A 7,72

WT A 7,54

MgD9DS v2 B 7,19

AnD9DS v3 C 6,02

LnD9DS-2 v2 C 5,98

HzD9DS v2 D 5,57

AnD9DS v3 + LnD9DS-2 v2 D 5,54

AnD9DS v3 + HzD9DS v2 D 5,41

Tabla 12: Contenido de ácido esteárico de las semillas T2 de Arabidopsis

Gen Promedio de ácido esteárico

Control A 2,96

WT A 2,94

LnD9DS-2 v2 B 2,09

HzD9DS v2 B 2,04

MgD9DS v2 C 1,53

AnD9DS v3 + HzD9DS v2 C 1,42

AnD9DS v3 C 1,35

AnD9DS v3 + LnD9DS-2 v2 C 1,28

AnD9DS y MgD9DS tuvieron mayor efecto en el contenido de ácido esteárico que LnD9DS-2 y HzD9DS. Por el 5
contrario, LnD9DS-2 y HzD9DS tuvieron mayor efecto en el contenido de ácido palmítico que AnD9DS y MgD9DS. 
Las combinaciones de las desaturasas tienen el mayor efecto en ambos ácidos grasos. Estos resultados se 
observaron también en el efecto de las desaturasas enel aumento del contenido en las semillas del ácido 
palmitoleico, que es el producto primario de la delta-9 desaturación del ácido palmítico. Tabla 13 y Fig. 22.

10
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Tabla 13: Contenido de ácido palmitoleico de las semillas T2 de Arabidopsis

Gen Promedio de ácido palmitoleico

AnD9DS v3 + HzD9DS v2 A 3,32

AnD9DS v3 + LnD9DS-2 v2 A 2,93

HzD9DS v2 B 2,48

AnD9DS v3 B C 2,10

LnD9DS-2 v2 C 1,91

MgD9DS v2 D 1,40

Control E 0,31

WT E 0,30

Hubo una variación esperada en el efecto de las desaturasas en el contenido de ácidos grasos saturados en todos 
los eventos analizados, debido a los efectos de posición y número de copias. Una comparación del perfil completo 
de ácidos grasos de los eventos con el contenido total más bajo de ácidos grasos saturados (promedio de los cinco 5
eventos más bajos) se muestra en la Tabla 14 junto con el perfil de las semillas de tipo silvestre y plantas de control 
transformadas.

Tabla 14: perfil de ácidos grasos de Arabidopsis T2 transgénica con el contenido total de ácidos grasos saturados 
más bajo. Las desviaciones estándar están en paréntesis.

C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 Vacc.*

WT 0,08

(0,02)

7,54 

(0,41)

0,31

(0,05)

2,94

(0,19)

14,91

(1,44)

1,47

(0,10)

Control 0,08 

(0,02)

7,72

(0,05)

0,32

(0,04)

2,96

(0,34)

14,20

(2,04)

1,46

(0,11)

AnD9DS v3 0,07 

(0,01)

5,10

(0,38) 

2,92

0,55) 

0,72

(0,03) 

20,52

(2,12) 

1,72

(0,26) 

HzD9DS v2 0,06 

(0,00)

4,13

(0,23)

4,11

(0,47)

1,26

(0,08)

19,34

(1,01)

1,94

(0,25)

LnD9DS-2 v2 0,05 

(0,00)

4,68

(0,30) 

3,49 

(0,69)

1,53

(0,12) 

19,35

(0,81) 

2,05

(0,21) 

MgD9DS v2 0,08

(0,02)

6,64

(0,26) 

1,60 

(0,54)

1,05 

(0,20)

18,01

(1,86) 

1,60

(0,16)

AnD9DS v3 +

LnD9DS-2 v2

0,06

(0,00)

4,41

(0,17)

3,71

(0,35)

0,97

(0,33)

19,60

(0,88)

2,03

(0,21)

AnD9DS v3 +

HzD9DS v2

0,08

(0,02)

4,86

(0,35)

4,09

(0,65)

1,01

(0,22)

18,10

(2,40)

2,03

(0,31)

* Vacc = ácido cis-vaccénico (18:1 n = 7)10
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C18:2 C18:3 C20:0 C20:1 C20:2 C22:0 C22:1 C24:0

WT 28,72

(0,97)

17,85 

(0,81)

2,06

(0,16)

20,11

(0,90)

1,78

(0,15)

0,34

(0,10)

1,68

(0,19)

0,21

(0,10)

Control 29,28 

(1,29)

18,07

(1,35)

2,08

(0,16)

19,62

(1,23)

1,85

(0,17)

0,39

(0,13)

1,70

(0,04)

0,27

0,14)

AnD9DS v3 29,64 

(1,34)

17,59

(1,28) 

0,44

0,04) 

18,26

(0,83) 

1,42

(0,15) 

0,24

(0,16) 

1,26

(0,09)

0,10

(0,05)

HzD9DS v2 29,31 

(0,94)

17,26

(0,39)

0,81

(0,06)

18,39

(0,66)

1,47

(0,10)

0,18

(0,05)

1,50

(0,04)

0,23

(0,03)

LnD9DS-2 v2 27,72 

(0,18)

17,46

(0,55) 

1,00 

(0,11)

19,33

(0,46) 

1,45

(0,11) 

0,32

(0,14) 

1,48

(0,10)

0,10

(0,09)

MgD9DS v2 29,76

(1,10)

17,98

(0,84) 

0,63 

(0,63)

19,19 

(0,86)

1,60

(0,09) 

0,26

(0,20)

1,44

(0,09)

0,16

(0,03)

AnD9DS v3 +

LnD9DS-2 v2

29,17

(0,31)

18,84

(0,41)

0,59

(0,27)

17,65

(0,23)

1,40

(0,04)

0,39

(0,03)

1,13

(0,06)

0,03

(0,02)

AnD9DS v3 +

HzD9DS v2

29,28

(1,78)

18,83

(1,69)

0,65

(0,21)

17,88

(1,90)

1,55

(0,20)

0,20

(0,12)

1,33

(0,24)

0,11

(0,08)

Además de reducir el contenido de los ácidos grasos saturados palmítico y esteárico, y aumentar el contenido de 
ácidos grasos monoinsaturados (palmitoleico y oleico), la presencia de las desaturasas también redujo la cantidad 
de ácido araquídico (C20:0) en las semillas. Esto es presumiblemente porque este ácido graso se deriva del 
alargamiento de los ácidos esteárico y palmítico. No pareció haber ninguna desaturación directa de C20:0 por las 5
desaturasas introducidas, como no hay un aumento concomitante en el ácido eicosenoico (C20:1) como C20:1Δ9.

Ejemplo 10: Preparación de anticuerpos a delta-9 desaturasa

Herramientas de diagnóstico tales como los anticuerpos son deseables en la caracterización de la expresión de la 
proteína transgénica delta-9 desaturasa en las plantas. Debido a que las acil-CoA delta-9 desaturasas son proteínas 
unidas a la membrana, la sobreexpresión rutinaria en Escherichia coli es difícil. Sin embargo, se generaron 10
anticuerpos con éxito por sobreexpresión de un fragmento C-terminal de cada proteína delta-9 desaturasa que no 
incluye ninguno de los dominios transmembrana de la proteína.

Reacciones en cadena de polimerasa: se diseñaron cebadores de PCR para amplificar un fragmento C-terminal 
equivalente para cada desaturasa. El 3' cebador fue diseñado para codificar un fragmento de proteína con una 
etiqueta C-terminal 6x His. Se incorporaron lugares de restricción Ndel y BamHI en los 5' y 3' cebadores, 15
respectivamente, para facilitar la clonación. Las secuencias de los cebadores se dan a continuación en la Tabla 15. 
Los productos de amplificación esperados eran 659 pb para LnD9DS-2, 683 pb para MgD9DS, y 335 pb para 
HzD9DS. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando el kit Takara Ex Taq™ PCR (Clontech, Mountain View, 
CA) usando las condiciones del proveedor. El volumen total de reacción de PCR fue de 50 µl. Cada reacción 
contenía 200 ng de plásmido de ADN y 50 pmoles de cada cebador. El ADN fue desnaturalizado a 94° C durante 1 20
minuto, seguido de 30 ciclos de 94° C durante 30 segundos, 60° C durante 1 minuto, y 72° C durante 30 segundos. 
Se llevó a cabo una extensión final a 72° C durante 10 minutos. Cada producto de PCR se llevó a cabo en dos 
pocillos de un gel de 0,75% de agarosa estéril, y el ADN se purificó en un gel usando columnas de giro de Montage 
y se eluyó en 15 µl de tampón TE.

25
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Tabla 15: Secuencias de los cebadores de oligonucleótidos usados en las amplificaciones de PCR de fragmentos C-
terminal procedentes de LnD9DS-2, MgD9DS, y HzD9DS.

Cebador Secuencia

AntiLnD9DS2F SEQ ID NO:25 Propósito

CATATGTTCGACGACAGACGCACGCCTCGAGAC Directo

AntiLnD9DS2Rh SEQ ID NO:26 Cebador inverso para el C-terminal de 
LnD9DS2

GGATCCGCAGCCACAGCCCCCTCAACCAACCTCTC

AntiMgD9DSF SEQ ID NO:27 Cebador directo para el C-terminal de 
MgD9DS

CATATGTTCGACGATCGCAACTCGCCGCGTGATCAC

AntiMgD9DSRh SEQ ID NO:28 Cebador inverso para el C-terminal de 
MgD9DS

GGATCCGCGGCCTGAGCACCCGGAACAGGCTG

AntiHzD9DSF SEQ ID NO:29 Cebador directo para el C-terminal de 
HzD9DS

CATATGTATGACAAGTCCATCAAGCCTTCC

AntiHzD9DSRh SEQ ID NO:30 Cebador inverso para el C-terminal de 
HzD9DS

GGATCCTCGTCTTTAGGGTTGATCCTAATGGCTGC

Clonación de TOPO: Los fragmentos C-terminal purificados fueron clonados en TA con vectores TOPO® pCR®2.1 
(Invitrogen, Carlsbad, CA), y transformados en células Top 10 de E. coli siguiendo el protocolo del fabricante 5
(Invitrogen). Se seleccionaron las transformaciones, y se purificó el ADN plásmido usando columnas NucleoSpin®

(Macherey-Nagel GmbH & Co, Duren, Alemania). Se digerieron tres microlitros (3 µl) de ADN con NdeI y BamHI en 
un volumen total de 20 µl durante 90 minutos a 37° C, y se desarrollaron en un gel de 0,8% de agarosa. En cada 
caso, un fragmento específico del gen (más una banda de vector TOPO® de 3,9 kb) fue visible. Se eligieron tres 
clones positivos para cada gen clonado y se secuenciaron para confirmar que el fragmento amplificado por PCR 10
estaba libre de errores. Cada uno de los clones de MgD9DS contenía una mutación puntual silenciosa en el par de 
bases 45, indicando o bien un solo polimorfismo de nucleótido entre la secuencia publicada y la plantilla de PCR, o 
un error de PCR silencioso. Dado que la mutación fue silenciosa, ninguna corrección fue necesaria, y se escogió un 
clon para la subclonación.

Preparación de los plásmidos de expresión del fragmento C-terminal de la delta-9 desaturasa: los fragmentos de 15
delta-9 desaturasa amplificados por PCR se digerieron con enzimas de restricción NdeI y BamHI y se ligaron en los 
lugares de restricción correspondientes dentro del vector de expresión pET30b(+). La etapa de clonación dio como 
resultado la adición de 15 aminoácidos C-terminales, constituyendo una etiqueta C-terminal 6x His para facilitar la 
purificación de la proteína de longitud completa. No se esperaba que estos aminoácidos adicionales afectaran la  
expresión de la proteína. Se obtuvieron y confirmaron los clones positivos por medio de digestión con enzimas de 20
restricción y reacciones de secuenciación.

Expresión de fragmentos peptídicos C-terminales de delta-9 desaturasa en E. coli: los plásmidos de expresión de 
delta-9 desaturasa/pET30b(+) se transformaron en células BL21(DE3) de E. coli según el protocolo recomendado 
por el fabricante (Novagen, Madison, WI). Las células se sembraron en placas LA que contenían kanamicina (50 
µg/ml) y glucosa (1,25 M). Las placas se incubaron durante la noche a 37° C. Se raspó de las placas un bucle 25
completo de células, y se inocularon en frascos de 500 ml que contenían 250 ml de LB y kanamicina (50 µg/ml) con 
el inductor isopropil-P-D-tiogalactósido (0,75 mM). Se probaron tres condiciones de inducción. Los cultivos se 
indujeron a temperaturas diferentes, y se cosecharon en momentos diferentes como sigue: durante la noche (∼18 
horas) a 28° C; durante la noche a 16° C; o 4 horas a 37° C. Las células se cosecharon por centrifugación en frascos 
de 250 ml a 6.000 rpm durante 15 minutos, y después se congelaron a -20° C.30
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Purificación de proteína de fragmentos peptídicos C-terminales de delta-9 desaturasa: se descongelaron las pelets 
celulares de cultivos de 250 ml y se volvieron a suspender en 50 ml de solución salina tamponada con fosfato (PBS) 
que contenía 10% de glicerol y 0,5 ml de cocktail inhibidor de proteasa (Sigma, St. Louis, MO) usando un 
homogenizador de mano. Las células se rompieron con hielo durante aproximadamente 10 minutos usando un 
Sonificador de Branson Modelo 450 (Danbury, CT). Los cuerpos de inclusión se sedimentaron por centrifugación a 5
10.000 x g durante 15 minutos, y se extrajeron de 2-3 veces con PBS que contenía 0,5% de Triton X-100 hasta que 
la concentración de proteína del sobrenadante alcanzó la línea de base, como se mide por un ensayo de proteína de 
Bradford. Los cuerpos de inclusión recuperados se solubilizaron en una solución de PBS que contenía Urea 6 M y 
DTT 5 mM a temperatura ambiente con agitación durante aproximadamente 1 hora. Las proteínas solubilizadas se 
separaron de los materiales insolubles por centrifugación a 30.000 x g durante 15 minutos, y el sobrenadante 10
retenido se aplicó a una columna de afinidad de Ni de 5 ml (GE Healthcare, HiTrap Chelating, Piscataway, NJ). Las 
etiquetas de histidina de los péptidos C-terminales de delta-9 desaturasa unidos a la resina metálica, y cada 
fragmento se eluyeron con un gradiente de 50-200 mM de imidazol usando un Akta® Explorer 100 (GE Healthcare, 
Piscataway, NJ). Se recogieron fracciones (de 3 ml cada una) y se reunieron, y los picos eluídos se analizaron por 
SDS-PAGE. Las fracciones que contenían los péptidos C-terminales de delta-9 desaturasa se reunieron y se 15
concentraron usando un dispositivo de filtración Amicon® Ultra 10,000 MWCO (Millipore, Billerica, MA) a menos de 5 
ml de volumen. A continuación, se inyectó la muestra de proteína en una columna de exclusión de tamaño Hi Load™ 
XK16/60 Superdex™ 200 (GE Healthcare, Piscataway, NJ), y se equilibró con urea 6 M en Tris-HCl 20 mM, NaCl 
150 mM, y DTT 1 mM. Las fracciones del pico (de 4 ml cada una) que contenían péptidos C-terminales de delta-9 
desaturasa puros se guardaron (después de validación por análisis de SDS-PAGE y otras caracterizaciones 20
bioquímicas) y se usaron para la producción de anticuerpos. Se produjeron los péptidos con los tamaños esperados 
de 27 kDa para el péptido LnD9DS-2, 15 kDa para el péptido HzD9DS, y 28 kDa para el péptido MgD9DS. Las 
condiciones de inducción produjeron suficiente proteína para visualización por el teñido de Coomassie de geles de 
SDS-PAGE.

Producción de anticuerpos policlonales: Una compañía de contrato de servicio (Strategic BioSolutions, Newark, DE) 25
produjo anticuerpos de conejo frente a cada uno de los péptidos C-terminales de delta-9 desaturasa. Siguiendo sus 
procedimientos estándar, se obtuvieron antisueros de alto título (validados mediante ELISA) para cada uno de los 
tres fragmentos de proteína. Cada péptido C-terminal de delta-9 desaturasa purificado se diluyó con Tris-HCl 20 mM, 
NaCl 150 mM, tampón DTT 1 mM, y con una concentración final de urea de 2-3 M, para mantener a la proteína en 
solución. Se envió aproximadamente 10 mg de proteína a Strategic BioSolutions para generación de un anticuerpo 30
policlonal. Se escogieron dos conejos para cada inmunógeno, y se usaron protocolos estándar (70 días de 
inmunización). Fue adquirido un nuevo adyuvante llamado TiterMax® Gold para la preparación de la emulsión. Se 
realizó también titulación de ELISA durante la inmunización y al final del protocolo para asegurar el éxito de la 
producción de anticuerpo. Los antisueros se entregaron en dos puntos de tiempo separados; uno del procedimiento 
estándar de 2 meses, y el otro en la exsanguinación.35

Para aislar IgG total a partir de los sueros de conejo, se aplicaron aproximadamente de 20-30 ml de antisuero de 
título alto a una columna tolerante al álcali de 5 ml de Proteína A (GE Healthcare, HiTrap™ MabSelect SuRe™, Nº 
de catálogo 11-0034-94). Después de un lavado estándar con tampón de PBF, se eluyó la IgG unida a la resina 
mediante una exposición corta a citrato sódico 0,1 M, NaCl 0,3 M, pH 3,3, y se neutralizó inmediatamente con la 
adición de 1/10 volumen de tampón de Tris-HCl 2 M, pH 9 a cada fracción. La columna de afinidad se sanitizó 40
mediante el tratamiento con NaOH 0,5 N siguiendo el procedimiento estándar de limpieza in situ (CIP) para evitar la 
contaminación cruzada de la IgG. La IgG final recuperada de cada muestra se dializó frente a 50 volúmenes de PBS 
a 4° C durante la noche, y la concentración de proteína se determinó por el ensayo de Bradford usando el estándar 
de BSA (Pierce, Nº de producto 23208). Se transfirieron alícuotas de un ml a tubos individuales y se almacenaron a -
80° C.45

Estos anticuerpos son herramientas de diagnóstico que se usaron para medir la expresión de proteína de 
desaturasa en material vegetal transgénico. Los anticuerpos se usaron para desarrollar correlaciones entre los 
cambios de fenotipo de aceite bajo en ácidos grasos saturados y el nivel de expresión de proteínas de delta-9 
desaturasa.

Ejemplo 11: Niveles de proteína acil-CoA delta-9 desaturasa en semillas T2 de Arabidopsis50

Se detectaron polipéptidos de delta-9 desaturasa en muestras de semillas transgénicas maduras por transferencia 
Western. Se prepararon las semillas para análisis rompiendo las semillas secas con bolas de acero inoxidable en un 
Kleco™ Bead Beater (Garcia Machine, Visalia, CA). Se añadió tampón de extracción (Tris 50 mM, EDTA 10 mM, 2% 
SDS), y los tubos de muestras se agitaron suavemente durante 30 minutos. Se centrifugaron las muestras durante 
15 minutos a 3.000 rcf. Después se recogió el sobrenadante y se usó para el análisis. Se determinó la cantidad total 55
de proteína soluble en el extracto de semillas por el ensayo de Lowry (BioRad, Hercules, CA). Las muestras se 
normalizaron a 1,55 mg/ml de proteína total soluble y se prepararon en tampón de muestra LDS (Invitrogen, 
Carlsbad, CA) con DTT 40 mM, para una carga normalizada de 20 µg de proteína total soluble por carril. La 
muestras se sometieron a electroforesis en de 4-12% Bis-Tris geles (Invitrogen), y se transfirieron a membranas de 
nitrocelulosa. Las transferencias se bloquearon en tampón de bloqueo, y se sondearon con anticuerpos frente a 60
cuatro diferentes polipéptidos de delta-9 desaturasa (AnD9DS, LnD9DS-2, HzD9DS, y MgD9DS) (véase el Ejemplo 
10).
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En todos los casos, se desarrollaron anticuerpos policlonales en los conejos contra el fragmento de péptido C-
terminal con etiqueta His purificado de las desaturasas individuales como se describió anteriormente. Los 
fragmentos C-terminales purificados se usaron como antígenos de  referencia para la cuantificación de 
transferencias Western. Un anticuerpo secundario anti-conejo marcado con fluorescencia (Goat Anti-Rabbit AF 633; 
Invitrogen) se usó para la detección. Las transferencias se visualizaron en un generador de imágenes de 5
fluorescencia Typhoon™ Trio Plus (GE Healthcare). Se generaron curvas estándar con ajuste de curva cuadrática, y 
se usó regresion lineal para cuantificar la expresión.

Las transferencias Western en SDS-PAGE de extractos de semillas maduras T2 de eventos de Arabidopsis
mostraron bandas del tamaño apropiado cuando se sondearon con antisueros específicos. Estas bandas se 
cuantificaron frente a antígenos de referencia específicos. Transferencias Western cuantitativas de extractos de 10
semillas de Arabidopsis T2 con los antisueros apropiados indicaron que se detectó un promedio de 63 ng de 
LnD9DS-2/mg de proteína total (pt) (max. 228 ng/mg pt) en semillas maduras, y para HzD9DS, se detectó un
promedio de 34 ng/mg pt (máximo de 100 ng/mg pt). Para MgD9DS, se detectó un promedio de 58 ng/mg pt 
(máximo de 1179 ng/mg pt) en semillas T2. Para los eventos AnD9DS, se detectó un promedio de 625 ng/mg pt 
(máximo de 1,5 µg/mg pt) en semillas T2 maduras. Por lo tanto, hubo de 10-18 veces menos desaturasas que 15
preferían palmitoilo, LnD9DS-2 y HzD9DS, expresadas en las semillas transgénicas, en relación a AnD9DS. Niveles 
de expresión más altos de estas desaturasas por lo tanto conducirían a reducciones adicionales en los saturados, 
especialmente en ácido palmítico.

Ejemplo 12: Expresión de genes de delta-9 desaturasa en canola

Se obtuvo una serie de eventos transgénicos de canola a partir de las transformaciones realizadas con pDAB7321 20
(SEQ ID NO:61) y pDAB7326 (SEQ ID NO:63) (que contenían genes LnD9DS-2 y HzD9DS, respectivamente, 
conducidos por el promotor específico para las semillas PvPhas). Se identificaron treinta y nueve eventos pDAB7321 
que contenían el gen LnD9DS-2 por análisis de PCR de ADN genómico, y se cultivaron en el invernadero para 
producir semillas T1. Del mismo modo, se identificaron 80 eventos pDAB7326 que contenían el gen HzD9DS, y se 
produjeron semillas T1. Canola se transformó también con pDAB7319 (SEQ ID NO:60) o pDAB7324 (SEQ ID 25
NO:62), que contenían un gen AnD9DS acoplado con los genes LnD9DS-2 o HzD9DS, todos conducidos por el 
promotor PvPhas. Se recuperaron 44 y 76 eventos, respectivamente, que se confirmó contenían ambos genes de 
desaturasa por análisis de PCR, y se cultivaron en el invernadero para producir semillas T1.

Análisis FAME de muestras de semillas T1 de eventos transformados con pDAB7321 (LnD9DS-2 v2) o pDAB7326 
(HzD9DS v2) no mostró una reducción significativa en niveles de ácidos grasos saturados en comparación con 30
plantas de canola no transformadas o plantas transformadas con un vector de control vacío. Transferencia Western 
de las semillas T1 no mostró niveles detectables de las proteínas de delta-9 desaturasa. Además, no se detectó 
ninguna proteína detectable para LnD9DS-2 o HzD9DS en semillas T1 de plantas transformadas con pDAB7319 
(AnD9DS v3 y LnD9DS-2 v2) o pDAB7324 (AnD9DS v3 y HzD9DS v2), mientras que la proteína AnD9DS se pudo 
detectar fácilmente. En estos eventos, se observó una reducción de ácidos grasos saturados en relación a plantas 35
de control, pero esto es atribuible a la expresión de AnD9DS.

Para evaluar los niveles relativos de ARNm de los genes de delta-9 desaturasa, se extrajo el ARN total de semillas 
de canola en desarrollo de eventos transformados con constructos de desaturasa dobles (pDAB7319 y pDAB7324) y 
se analizó por PCR cuantitativa en tiempo real. Las semillas se cosecharon sobre hielo seco en los días 20, 25, 29, 
32, 39, o 41 después de la polinización de varias plantas de canola y se almacenaron a -80° C. Se preparó el ARN 40
total a partir de 50 mg de semillas congeladas agrupadas usando un kit de extracción de ARN Plant RNeasy®

(Qiagen) según el protocolo recomendado por el fabricante. El ARN extraído se usó como una plantilla para la 
síntesis de ADNc usando el SuperScript® III First Strand Synthesis Supermix para qRT-PCR (Invitrogen) según el 
protocolo recomendado por el fabricante.

Se diseñaron ensayos de RT-PCR frente a las dianas de desaturasa usando el centro de Diseño de Ensayos de 45
Roche (Roche Assay Design Center) (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). Los cebadores usados en el ensayo se 
describen en la Tabla 16. Los ensayos diana utilizaron sondas UPL etiquetadas con FAM (Roche Diagnostics). Estos 
ensayos se realizaron en reacciones dúplex con un ensayo de referencia de actina para canola marcada con Rojo 
de Texas sintetizado por Integrated DNA Technologies.

50
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Diana Etiqueta

AnD9Ds FAM

HzD9Ds FAM

LnD9D5 FAM

Actina Tx-Red

Las reacciones de RT-PCR fueron realizadas en un ciclador térmico de PCR en tiempo real LightCycler® 480II 
(Roche). Los datos de los ensayos diana UPL se recogieron usando un filtro de emisión de 533 nm y una señal de 5
excitación de 483 nm. Los datos para los ensayos de referencia de actina se recogieron usando un filtro de 610 nm y 
una señal de excitación de 558 nm. Los valores de tiempo del ciclo y las relaciones de referencia diana fueron 
calculados automáticamente usando el software LC480II de flujo de análisis "Advanced Relative Quantification". La 
acumulación relativa de los niveles de transcripción de la desaturasa en cada muestra fue calculada usando el 
método estándar ΔΔCt (Roche).10

Para cada muestra de semilla de canola de pDAB7319 (AnD9DS v3 y LnD9DS-2 v2) y pDAB7324 (AnD9DS v3 y 
HzD9DS v2), la acumulación de la transcripción de los transgenes HzD9DS o LnD9DS-2 fue significativamente más 
baja que la transcripción de AnD9DS en los mismos eventos. Las diferencias observadas en la acumulación de 
transcripción variaron entre 3 y 20 veces menor. Fig. 23. Por lo tanto, la expresión insuficiente de HzD9DS y 
LnD9DS-2 puede dar cuenta de la falta de detección del polipéptido y la ausencia de fenotipo atribuible a estos 15
genes.

Ejemplo 13: Expresión de la PTUs de delta-9 desaturasa por promotores alternativos.

El uso de regiones reguladoras de la transcripción adicionales para expresar el gen(es) de codificación LnD9DS-2, 
HzD9DS, y la proteína MgD9DS pueden aumentar aún más el contenido de estas delta-9 desaturasas en canola. La 
identificación y el uso de regiones reguladoras de la transcripción que se expresan más temprano en el desarrollo, y 20
por periodos más largos de tiempo, pueden aumentar los niveles de las delta-9 desaturasas heterólogas en las 
semillas de canola mediante la promoción de la transcripción específica de un gen heterólogo en semillas robustas 
en los estadios más tempranos del desarrollo de la semilla. Ejemplos de tales regiones reguladoras de transcripción 
incluyen, pero no se limitan, al promotor LfKCS3 (documento de patente de los Estados Unidos 7.253.337) y el 
promotor FAE 1 (documento de patente de los Estados Unidos 6.784.342). Estos promotores se usan 25
individualmente, o en combinación, para conducir a la expresión de las casetes de expresión LnD9DS-2, HzD9DS, y 
MgD9DS, por ejemplo, a través de uniones operables con genes tal como los previamente descritos en los 
plásmidos, pDAB7319; pDAB7321; pDAB7324; pDAB7326; pDAB7328; y pDAB7330. Métodos para reemplazar las 
regiones reguladoras de la transcripción dentro de un plásmido son bien conocidos en la técnica. Como tal, un 
fragmento de polinucleótido que comprende el promotor PvPhas es eliminado de pDAB7319, pDAB7321, 30
pDAB7324, pDAB7326, pDAB7328, o pDAB7330 (o los plásmidos anteriores utilizados para construir pDAB7319, 
pDAB7321, pDAB7324, pDAB7326, pDAB7328, o pDAB7330), y reemplazado con una región de promotor o bien 
LfKCS3 o FAE 1. Los plásmidos de nueva construcción se utilizan para transformar de manera estable plantas de 
canola, según los procedimientos establecidos en los ejemplos anteriores. Las plantas de canola transgénicas se 
aíslan y caracterizan molecularmente. La acumulación de la delta-9 desaturasa resultante se determina, y las 35
plantas de canola que expresan fuertemente la delta-9 desaturasa se identifican.

Otras modificaciones de las regiones reguladoras de la transcripción para aumentar la expresión de una delta-9 

Tabla 16: detalles del ensayo q-RT-PCR

Diana Cebador directo Cebador inverso Sonda
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desaturasa incluyen la sustitución de la secuencia de Kozak existente con cualquiera de las secuencias descritas en 
la Tabla 17. La ingeniería de secuencias alternativas de Kozak aguas arriba del sitio de inicio de una delta-9 
desaturasa se completa usando técnicas de biología molecular estándar. Los fragmentos de polinucleótidos 
sintéticos se sintetizan y se clonan aguas arriba de una secuencia codificante de una delta-9 desaturasa usando 
técnicas conocidas en el campo. El contexto del codón de inicio tiene un fuerte efecto sobre el nivel de expresión de 5
un transgén. La modificación de la secuencia de Kozak a una de las enumeradas en la Tabla 17 aumenta los niveles 
de expresión de la delta-9 desaturasa heteróloga.

Tabla 17: secuencias de Kozak que se incorporan aguas arriba de un gen de una delta-9 desaturasa heteróloga para 
aumentar la expresión.

Secuencia de Kozak SEQ ID NO: Secuencia

Kozak número 1 SEQ ID NO:40 GGATCCAACAATG

Kozak número 2 SEQ ID NO:41 ACAACCAAAAATG

Kozak número 33 SEQ ID NO:42 ACAACCAACCTACCATGG

Kozak número 4 SEQ ID NO:43 ACAACCAAAAAATG

10

Ejemplo 14: Diseño y síntesis de genes de delta-9 desaturasa a partir de Helicoverpa zea y Leptosphaeria nodorum

Para obtener mayores niveles de expresión de genes heterólogos en las plantas, la estrategia de optimización de 
codones que se ha descrito en el ejemplo 2 fue modificada, y las regiones codificadoras de la proteína de los genes 
heterólogos HzD9DS y LnD9DS-2 fueron rehechas por ingeniería genética usando nuevos protocolos de diseño.

La selección de los codones se hizo utilizando una tabla en la que se había calculado el sesgo de codón de la planta 15
hospedante prospectiva, que en este caso fue la canola. En el diseño de las regiones de codificación para la 
expresión en plantas de los genes de delta-9 desaturasa, se determinaron los codones primarios ("de primera 
elección") preferidos por la planta, y se usaron aproximadamente el 95% del tiempo. Los codones de "segunda 
elección" se usaron con moderación, a una frecuencia de aproximadamente 5%. En consecuencia, se diseño una 
nueva secuencia de ADN, que codifica la secuencia de amino de cada delta-9 desaturasa, en la que la nueva 20
secuencia de ADN difería del gen de la delta-9 desaturasa nativa mediante la sustitución de los codones preferidos 
de primera y segunda elección de la planta para especificar un aminoácido apropiado en cada posición en la 
secuencia de aminoácidos. La nueva secuencia fue analizada después para los lugares de las enzimas de 
restricción que podrían haberse creados por las modificaciones. Los lugares de las enzimas de restricción 
identificados fueron eliminados después reemplazando los codones con los codones preferidos de primera y 25
segunda elección. Otros sitios en la secuencia que podrían afectar la transcripción o traducción del gen de interés, 
específicamente las estructuras de bucle muy estables, también se eliminaron.

Las selecciones de opciones de codones preferidos (primera y segunda elección) del código genético de canola se 
determinaron a partir de una tabla de sesgo de codón compilada a partir de las secuencias de codificación de la 
proteína para canola. En las Tabla 18 y 19, las columnas etiquetadas como "% Gen nativo" presentan las 30
distribuciones (en % de uso para todos los codones para el aminoácido) de codones sinónimos para cada 
aminoácido, como se encuentra en las regiones codificantes de Brassica napus (canola). Las nuevas secuencias de 
ADN que codifican esencialmente la secuencia de aminoácidos de las delta-9 desaturasas de M. grisea, H. zea y L. 
nodorum fueron diseñadas para la expresión óptima en canola usando la distribución de codón preferida de los 
codones de primera y segunda elección encontrada en los genes de canola. El diseño de las secuencias de ADN 35
optimizadas en plantas se inició por traducción inversa de las secuencias de proteínas de SEQ ID NO:12 (M. grisea), 
SEQ ID NO:13 (H. zea), y SEQ ID NO:14 (L. nodorum) usando la tabla de sesgo de codón de canola construida. Las 
columnas etiquetadas como "% Gen opt de planta" indica los codones preferidos y la frecuencia con la que se 
incorporaron en el diseño del gen de la delta-9 desaturasa. SEQ ID NO: 44 y SEQ ID NO: 45 establecen las 
secuencias de nucleótido de las nuevas desaturasas optimizadas de canola LnD9DS-2 y HzD9DS, respectivamente. 40
Estas secuencias optimizadas de canola nuevas fueron etiquetadas como LnD9DS-2 v3 y HzD9DS v3.
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La síntesis de fragmentos de ADN que comprenden SEQ ID NO:44 y SEQ ID NO:45 fue llevada a cabo por 
PicoScript y Blue Heron Biotechnology. El ADN sintético se clonó en vectores de expresión y se transformó en 
canola sustancialmente como se describe en los ejemplos precedentes.

Ejemplo 15: Modificación de la N- y C-terminal para aumentar la acumulación de polipéptidos de acil-CoA 
desaturasa en plantas5

La acumulación y estabilidad de las proteínas unidas a la membrana en el retículo endoplasmático (ER) pueden ser 
influenciadas por motivos de secuencia de aminoácidos y modificaciones de sus N- y C-terminales. Ravid and 
Hochstrasser (2008) Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 9:679-90. En particular, se ha demostrado que motivos y 
modificaciones N- y C-terminales modulan la acumulación y la estabilidad de desaturasas de lípidos en los hongos y 
las plantas, así como en animales. McCartney et al. (2004) Plant J. 37:156-73; Mziaut et al. (2000) Proc. Natl. Acad. 10
Sci. U.S.A. 97:8883-8.

La adición ya sea de un Myc o de la etiqueta del epítopo de la hemaglobina (HA) al N-terminal de FAD2 o FAD3 
significativamente aumenta el nivel de equilibrio de estas enzimas en la levadura. O'Quin et al. (2009) Appl Microbiol 
Biotechnol 83:117-25. En consecuencia, la adición de estos, o epítopos similares, a la N-terminal de una delta-9 
desaturasa de la presente invención se utiliza para aumentar la expresión del polipéptido en una planta. Un 15
enlazador de polinucleótido que codifica una etiqueta Myc (SEQ ID NO:46) o una etiqueta HA (SEQ ID NO:47) se 
clona en el extremo 5' de una secuencia de codificación de delta-9 desaturasa (por ejemplo, HzD9DS, MgD9DS, 
AnD9DS, LnD9DS-1, y LnD9DS-2) como un marco de lectura abierto contiguo. La secuencia de codificación 
resultante se clona en un plásmido de expresión de la planta usando la estrategia de clonado descrita en el ejemplo 
3. El plásmido de nueva construcción se usa para transformar establemente una célula material o tejido de planta de 20
Arabidopsis y/o canola. Las plantas transgénicas se regeneran desde la célula, material o tejido de las plantas 
transformadas. Las plantas transgénicas se aislan y se caracterizan molecularmente. La acumulación de la delta-9 
desaturasa resultante en semillas de las plantas transgénicas se determina, y las plantas que robustamente 
expresan el polipéptido de la delta-9 desaturasa se identifican.

Evidencia de la expresión de AnD9DS en Arabidopsis y canola (Ejemplos 11 y 12) indican un nivel de expresión  25
significativamente más alto de esta enzima desaturasa específica, con relación a HzD9DS y LnD9DS-2. Por lo tanto, 
todos o parte de los N- y C-terminales que están fuera del dominio del núcleo de la desaturasa (que contiene los 
segmentos de transmembrana y los residuos de histidina catalítica conservada) de AnD9DS pueden ser utilizados 
para reemplazar los residuos equivalentes en las desaturasas que expresan menos y aumentar la expresión de las 
mismas. En consecuencia, todo o parte de los residuos N-terminales 1-68 y los residuos C-terminales 281-455 de 30
AnD9DS (SEQ ID NO:72 y SEQ ID NO:73, respectivamente) son usados para reemplazar todos o parte de los 68 
residuos N-terminales (1-68) y los 168 residuos C-terminales (281-449) de LnD9DS-2 (SEQ ID NO:14) y/o de los 76 
residuos N-terminales (1-76) y 60 residuos C-terminales (293-353) de HzD9DS (SEQ ID NO:13). La secuencia de 
codificación resultante se clona en un plásmido de expresión de la planta usando la estrategia de clonado descrita 
en el ejemplo 3. El plásmido de nueva construcción se usa para transformar establemente una célula material o 35
tejido de planta de Arabidopsis y/o canola. Las plantas transgénicas se regeneran desde la célula, material o tejido 
de planta transformado. Las plantas transgénicas se aislan y se caracterizan molecularmente. La acumulación 
resultante de delta-9 desaturasa en semillas de plantas trangénicas se determina, y las plantas que expresan 
robustamente el polipéptido modificado HzD9DS o el polipéptido modificado LnD9DS-2 se identifican.

Ejemplo 16: Modificaciones para potenciar la expresión ARNm de acil-CoA desaturasa en plantas40

Se sabe dentro de la técnica que la expresión de ARNm se puede potenciar mediante la incorporación de elementos 
genéticos que estabilizan y aumentan la acumulación de ARNm. La incorporación de las regiones no traducidas 5' y 
3' (por ejemplo, las secuencias 5' UTR y 3' UTR de osmotina del tabaco (Liu et al. (2003) Nat. Biotechnol. 21:1222-
8), y la secuencia Ω del virus del mosaico del tabaco (Gallie et al. (1987) Nucleic Acids Res. 15:8693-711)) o intrones 
(Koziel et al. (1996) Plant Mol. Biol. 32:393-405), dentro de una cercanía extrema a una secuencia de codificación de 45
HzD9Ds o LnD9DS-2, se usa para aumentar los niveles de expresión del transgén en comparación con la expresión 
de la misma secuencia codificante que carece de los elementos genéticos mencionados anteriormente. La adición 
de uno o más de estos elementos genéticos dentro de una PTU desaturasa se realiza según los métodos bien 
conocidos en la técnica. Los fragmentos de los polinucleótidos que comprende la región 5´ no traducida, la región 3´ 
no traducida, y/o el intrón son añadidos a un plásmido de expresión de la planta (por ejemplo, pDAB7319, 50
pDAB7321, pDAB7324, pDAB7326, pDAB7328, pDAB7330, o los plásmidos anteriores utilizados para construir 
pDAB7319, pDAB7321, pDAB7324, pDAB7326, pDAB7328, o pDAB7330) por medio de métodos de clonación 
estándar. El plásmido de nueva construcción se usa para transformar establemente una célula material o tejido de 
planta de Arabidopsis y/o canola. Las plantas transgénicas se regeneran desde la célula, material o tejido de planta 
transformado. Las plantas transgénicas se aislan y se caracterizan molecularmente. La acumulación resultante de 55
delta-9 desaturasa en semillas de plantas trangénicas se determina, y las plantas que expresan robustamente el 
polipéptido HzD9DS o el polipéptido LnD9DS-2 se identifican.

Además, se sabe en la técnica que los genes de las desaturasas en levaduras tales como OLE1 están muy 
regulados. La delección de secuencias que codifican las regiones de transmembrana y que son una parte del 
dominio b5 del citocromo reduce la estabilidad de la transcripción de OLE1. Vemula et al. (2003) J. Biol. Chem. 60
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278(46):45269-79. La presencia de estas secuencias en OLE1 actua como secuencias de estabilización de ARNm. 
Por consiguiente, la incorporación de las secuencias de OLE1 que codifican la región de transmembrana y el 
dominio b5 del citocromo en una secuencia de codificación de LnD9DS-2 o HzD9DS se utiliza para aumentar la 
estabilidad de la transcripción de ARNm de la secuencia de codificación, lo que origina niveles más altos de 
expresión y un subsiguiente aumento de polipéptidos LnD9DS-2 o HzD9DS. Una secuencia de codificación 5
quimérica LnD9DS-2 o HzD9DS que incluye la región de transmembrana OLE1 y la secuencia del dominio b5 del 
citocromo se construye usando métodos conocidos en la técnica. La secuencia de codificación así producida se 
incorpora en un plásmido de expresión de la planta (por ejemplo, como se describe en los ejemplos anteriores), y se 
usa para generar plantas trangénicas por medio de la transformación de la planta mediada por Agrobacterium. Las 
plantas transgénicas se aislan y caracterizan. La acumulación resultante de delta-9 desaturasa se determina, y las 10
plantas que expresan robustamente la delta-9 desaturasa se identifican.

Ejemplo 17

Uso de un terminador alternativo de la región 3´no traducida para la expresión estable de una delta-9 desaturasa en 
una planta

Debido al número limitado de terminadores de 3' UTR disponibles, el terminador 3' UTR de ORF 23 de 15
Agrobacterium (3' UTR de AtuORF23) es usualmente usado para terminar la trancripción. Se mostró recientemente 
que otros terminadores 3' UTR son más efectivos en la terminación de la lectura de transcripción en Arabidopsis 
thaliana.En consecuencia, el terminador 3' UTR de faseolina de Phaseolus vulgaris (SEQ ID NO:69) se usa en 
combinación con el promotor de faseolina de Phaseolus vulgaris para reducir la lectura de transcripción de genes 
aguas arriba, lo que reduce la interferencia de la transcripción.20

El terminador 3' UTR de faseolina de Phaseolus vulgaris (3'UTR de PvPhas v1) se incorporó dentro de una casete 
de expresión de LnD9DS-2 v2, y en una casete de expresión de HzD9DS v2, las cuales fueron previamente 
descritas en el plásmido pDAB7321 y pDAB7326. Según métodos bién conocidos por los expertos en la técnica, un 
fragmento de polinucleótido que comprende la 3' UTR de PvPhas v1 fue colocado corriente abajo del gén LnD9DS-2 
v2 para crear un plásmido binario, pDAB110110 (Fig. 4a; SEQ ID NO:74). Un fragmento de polinucleótido que 25
comprende el 3' UTR de PvPhas v1 fue también colocado corriente abajo de un gen de HzD9DS v2 para crear un
plásmido binario pDAB110112 (Fig. 4b; SEQ ID NO:75).

Los plásmidos binarios resultantes fueron confirmados por medio de digestión con enzimas de restricción y 
secuenciación. Los plásmidos de nueva construcción son cada uno usados para transformar de forma estable una 
célula, material o tejido de la planta de Arabidopsis y/o de canola. Las plantas transgénicas se regeneran desde la 30
célula, material o tejido de las plantas transformadas. Las plantas transgénicas se aíslan y se caracterizan 
molecularmente. La acumulación de la delta-9 desaturasa resultante en semillas de la planta transgénica se 
determina, y las plantas que robustamente expresan los polipéptidos HzD9DS o LnD9DS-2 se identifican.

Los aspectos de la invención son:

1. Una molécula de ácido nucleico aislada que codifica una enzima delta-9 desaturasa que comprende una 35
secuencia de aminoácidos que es al menos 80% idéntica a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en 
SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 72 y 
SEQ ID NO: 73.

2. La molécula de ácido nucleico del aspecto 1, en donde la molécula de ácido nucleico comprende una secuencia 
de nucleótidos al menos 60% idéntica a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 3, SEQ 40
ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 , SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 15, SEQ ID 
NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 44 y SEQ ID NO: 45.

3. La molécula de ácido nucleico del aspecto 1, que comprende además un elemento de regulación génica.

4. La molécula de ácido nucleico del aspecto 3, en la que el elemento de regulación génica se selecciona del grupo 
que consiste en el promotor de delta-9 desaturasa de Saccharomyces cerevisiae, el 3'UTR/terminador de delta-9 45
desaturasa, el promotor del gen ole1, el promotor de faseolina, la región 5' no traducida de faseolina de Phaseolus 
vulgaris, la región 3' no traducida de faseolina de Phaseolus vulgaris, la región de unión a matriz de faseolina de 
Phaseolus vulgaris, la región  3' no traducida de ORF23 de Agrobacterium tumefaciens, el promotor del virus del 
mosaico de nervadura de mandioca, la región 3' no traducida de ORF1 3' de Agrobacterium tumefaciens, la región 
de unión a la matriz de Nicotiana tabacum RB7, la secuencia Overdrive, las secuencias de borde de la cadena T, el 50
promotor LfKCS3, el promotor FAE1, la SEQ ID NO: 40, la SEQ ID NO: 41, la SEQ ID NO: 42, la SEQ ID NO: 43, 
una etiqueta Myc y una etiqueta de hemaglutinina.

5. Una enzima delta-9 desaturasa aislada que comprende una secuencia de aminoácidos al menos 80% idéntica a 
una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID 
NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 72 y SEQ ID NO: 73.55

6. Un polipéptido quimérico de delta-9 desaturasa que comprende SEQ ID NO: 72 y/o SEQ ID NO: 73, donde el 
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polipéptido comprende además una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 
77 y SEQ ID NO: 78.

7. Un método para disminuir la cantidad de ácidos grasos saturados en una célula, comprendiendo el método:

transformar una célula con la molécula de ácido nucleico del aspecto 1, de manera que disminuye la cantidad de 
ácidos grasos saturados en la célula.5

8. El método de acuerdo con el aspecto 7, en el que la célula es una célula de levadura.

9. El método de acuerdo con el aspecto 7, en el que la célula es una célula vegetal.

10. El método según el aspecto 9, que comprende transformar la célula vegetal con más de una molécula de ácido 
nucleico del aspecto 1.

11. El método según el aspecto 9, en el que la transformación de la célula vegetal introduce en la célula vegetal un 10
medio para disminuir los niveles de 16:0-ACP en la célula vegetal.

12. El método según el aspecto 11, en el que los medios para disminuir los niveles de 16:0-ACP en la célula vegetal 
son una desaturasa extraplastidial.

13. El método del aspecto 12, en el que la desaturasa extraplastidial es una desaturasa seleccionada del grupo que 
consiste en LnD9DS desaturasa, AnD9DS desaturasa, HzD9DS desaturasa y MgD9DS desaturasa.15

14. El método según el aspecto 9, en el que la célula vegetal se obtiene de una planta seleccionada de un género 
seleccionado del grupo que consiste en Arabidopsis, Borago, Canola, Ricino, Theobroma, Zea, Gossypium, Crambe, 
Cuphea, Linum, Lesquerella, Limnanthes, Linola, Tropaeolum, Oenothera, Olea, Elaeis, Arachis, colza, Carthamus, 
Glycine, Soja, Helianthus, Nicotiana, Vernonia, Triticum, Hordeum, Oryza, Avena, Sorghum, Secale y los demás 
miembros de las Gramineae.20

15. Una planta de semilla oleaginosa que comprende la secuencia de ácido nucleico del aspecto 1.

16. Una semilla de una planta que expresa una desaturasa extraplastidial seleccionada del grupo que consiste en 
SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51 y SEQ ID NO: 52.

17. Una semilla de una línea transgénica de Brassica napus, semilla que tiene unos niveles disminuidos de 16:0, con 
relación a una versión isogénica de la línea transgénica de Brassica napus.25

18. Un método para crear una planta genéticamente modificada que comprende cantidades disminuidas de ácidos 
grasos saturados en la planta en comparación con la planta de tipo silvestre, comprendiendo el método:

transformar material vegetal con la molécula de ácido nucleico del aspecto 1; y

cultivar el material vegetal transformado para obtener una planta.

19. El método del aspecto 18, en el que la planta se selecciona de un género seleccionado del grupo que consiste 30
en Arabidopsis, Borago, Canola, Ricino, Theobroma, Zea, Gossypium, Crambe, Cuphea, Linum, Lesquerella, 
Limnanthes, Linola, Tropaeolum, Oenothera, Olea, Elaeis, Arachis, colza, Carthamus, Glycine, Soja, Helianthus, 
Nicotiana, Vemonia, Triticum, Hordeum, Oryza, Avena, Sorghum, Secale y los otros miembros de las Gramineae.

20. Una planta obtenida por el método del aspecto 18.

21. Un material vegetal obtenido de la planta del aspecto 20.35

22. El material vegetal de aspecto 21, en el que el material vegetal es una semilla.
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Listado de secuencias

<110> Dow Agrosciences LLC
Merlo, Ann O
Gachotte, Daniel J5
Thompson, Mark A
Walsh, Terence A

<120> Reducción del contenido de ácido graso saturado de las semillas de plantas
10

<130> 2971-p10092.1US

<150> US 61/358,314
<151> 2010-06-24

15
<160> 78

<170> PatentIn versión 3.4

<210> 120
<211> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>25
<223> Cebador directo Mgdelta9F

<400> 1

gaagaattca tggcttcgtc atcttcctcc gtgccggagt tggc 4430

<210> 2
<211> 41
<212> ADN
<213> Artificial35

<220>
<223> Cebador inverso Mg9deltaR

<400> 240

ctcgagctag ttagtcacgc ggcctgagca cccggaacag g 41

<210> 3
<211> 152345
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> fragmento amplificado por PCR de MgD9Ds50

<400> 3
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<210> 4
<211> 14285
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Clon de MgD9Ds sin intrones10

<400> 4

15
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<210> 5
<211> 1997
<212> ADN5
<213> Leptosphaeria nodorum

<400> 5

10
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<210> 6
<211> 39
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo Lnd9FAD2F

10
<400> 6

ggatccatgg cggccttgga cagcattcca gaggataag 39

<210> 715
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>20
<223> cebador inverso Lnd9FAD2R

<400> 7

ccatggtcag ttagctacgc agccacagcc ccctcaac 3825

<210> 8
<211> 1370
<212> ADN
<213> Leptosphaeria nodorum30

<400> 8

35
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<210> 9
<211> 1428
<212> ADN5
<213> Magnaporthe grisea

<400> 9

10
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<210> 10
<211> 1062
<212> ADN5
<213> Helicoverpa zea

<400> 10

10

<210> 11
<211> 135015
<212> ADN
<213> Leptosphaeria nodorum
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<400> 11

5
<210> 12
<211> 475
<212> PRT
<213> Magnaporthe grisea

10
<400> 12
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<210> 13
<211> 353
<212> PRT5
<213> Helicoverpa zea

<400> 13

10
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<210> 14
<211> 4495
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<212> PRT
<213> Leptosphaeria nodorum

<400> 14
5
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<210> 15
<211> 1428
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de la desaturasa optimizada para colza

10
<400> 15
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<210> 16
<211> 1062
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de la desaturasa optimizada para colza

10
<400> 16
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<210> 17
<211> 1350
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de la desaturasa optimizada para colza

10
<400> 17
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<210> 18
<211> 24
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador MAS414

10
<400> 18

tgaagcattc cataagccgt cacg 24

<210> 1915
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>20
<223> Cebador MAS415

<400> 19

gaaattatca cgcttccgca cacg 2425

<210> 20
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial30

<220>
<223> Cebador MAS413

<400> 2035

tgggctgaat tgaagacatg ctcc 24

<210> 21
<211> 2540
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> CEbador arw00845

<400> 21

acacctctca ccagacctac cctca 25
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<210> 22
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> Cebador arw009

<400> 2210

cacacaacga cgggatcaga gt 22

<210> 23
<211> 2415
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador arw01020

<400> 23

caagtcatac aaagccaagt ggcc 24
25

<210> 24
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

30
<220>
<223> Cebador arw011

<400> 24
35

taacggaaca tggctgccac ga 22

<210> 25
<211> 33
<212> ADN40
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador AntiLnD9DS2F

45
<400> 25

catatgttcg acgacagacg cacgcctcga gac 33

<210> 2650
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>55
<223> Cebador AntiLnD9DS2Rh

<400> 26

ggatccgcag ccacagcccc ctcaaccaac ctctc 3560

<210> 27
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial65
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<220>
<223> Cebador AntiMgD9DSF

<400> 27
5

catatgttcg acgatcgcaa ctcgccgcgt gatcac 36

<210> 28
<211> 32
<212> ADN10
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador AntiMgD9DSRh

15
<400> 28

ggatccgcgg cctgagcacc cggaacaggc tg 32

<210> 2920
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>25
<223> Cebador AntiHzD9DSF

<400> 29

catatgtatg acaagtccat caagccttcc 3030

<210> 30
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial35

<220>
<223> Cebador AntiHzD9DSRh

<400> 3040

ggatcctcgt ctttagggtt gatcctaatg gctgc 35

<210> 31
<211> 2445
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para AnD9Ds diana50

<400> 31

ggacttctct actctcacct tgga 24
55

<210> 32
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

60
<220>
<223> Cebador inverso para AnD9Ds diana

<400> 32
65

tccgatcctc tttgggttct 20
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<210> 33
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> Cebador directo para HzD9Ds diana

<400> 3310

gacccacaca atgcaacg 18

<210> 34
<211> 2115
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para HzD9Ds diana20

<400> 34

cctaacaaga agccagccaa t 21
25

<210> 35
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

30
<220>
<223> Cebador directo para LnD9Ds diana

<400> 35
35

gttctgactg cgttggtcac 20

<210> 36
<211> 20
<212> ADN40
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para LnD9Ds diana

45
<400> 36

cggaaactca tggtggaagt 20

<210> 3750
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>55
<223> Cebador directo para Actina diana

<400> 37

ctactggtat tgtgctcgac t 2160

<210> 38
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial65
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<220>
<223> Cebador inverso para Actina diana

<400> 38
5

ctctctcggt gagaatcttc at 22

<210> 39
<211> 22
<212> ADN10
<213> Artificial

<220>
<223> Sonda de Actina

15
<400> 39

cacgctatcc tccgtctcga tc 22

<210> 4020
<211> 13
<212> ADN
<213> Artificial

<220>25
<223> Secuencia de Kozak

<400> 40

ggatccaaca atg 1330

<210> 41
<211> 13
<212> ADN
<213> Artificial35

<220>
<223> Secuencia de Kozak

<400> 4140

acaaccaaaa atg 13

<210> 42
<211> 1845
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de Kozak50

<400> 42

acaaccaacc taccatgg 18
55

<210> 43
<211> 14
<212> ADN
<213> Artificial

60
<220>
<223> Secuencia de Kozak

<400> 43
65

acaaccaaaa aatg 14
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<210> 44
<211> 1350
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> Desaturasa optimizada para colza

<400> 4410

<210> 45
<211> 106215
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Desaturasa optimizada para colza20

<400> 45
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<210> 46
<211> 105
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> etiqueta Myc10

<400> 46

15
<210> 47
<211> 9
<212> PRT
<213> Artificial

20
<220>
<223> Etiqueta hemaglutinina

<400> 47
25

<210> 48
<211> 1368
<212> ADN30
<213> Aspergillus nidulans

<400> 48

35
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<210> 49
<211> 1368
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Mutante silencioso de AnD9DS v3 

10
<400> 49
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<210> 50
<211> 455
<212> PRT5
<213> Aspergillus nidulans

<400> 50

10
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79
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<210> 51
<211> 455
<212> PRT5
<213> Aspergillus nidulans

<400> 51

10
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<210> 525
<211> 510
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 5210
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<210> 53
<211> 132275
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Plásmido pDAB730910

<400> 53
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<210> 54
<211> 10247
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Plásmido pDAB7318

10
<400> 54
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<210> 55
<211> 6058
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Plásmido pDAB7320

10
<400> 55
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<210> 56
<211> 9956
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Plásmido pDAB7323

10
<400> 56
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<210> 57
<211> 5767
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Plásmido pDAB7325

10
<400> 57
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<210> 58
<211> 6109
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Plásmido pDAB7327

10
<400> 58
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<210> 595
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<211> 6136
<212> ADN
<213> Artificial

<220>5
<223> Plásmido pDAB7329

<400> 59

10

ES 2 623 454 T3

 



111

ES 2 623 454 T3

 



112

ES 2 623 454 T3

 



113

<210> 60
<211> 18713
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Plásmido pDAB7319

10
<400> 60
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<210> 61
<211> 14524
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Plásmido pDAB7321

10
<400> 61
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<210> 62
<211> 18422
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Plásmido pDAB7324

10
<400> 62
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<210> 635
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<211> 14233
<212> ADN
<213> Artificial

<220>5
<223> Plásmido pDAB7326

<400> 63

10
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<210> 64
<211> 14575
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Plásmido pDAB7328

10
<400> 64
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<210> 65
<211> 14602
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Plásmido pDAB7330

10
<400> 65
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<210> 66
<211> 10915
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Plásmido pDAB7331

10
<400> 66
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<210> 67
<211> 1448
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> Promotor de PvPhas v2

10
<400> 67
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<210> 68
<211> 85
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> PvPhas 5' UTR

10
<400> 68

<210> 6915
<211> 129
<212> ADN
<213> Artificial

<220>20
<223> PvPhas 3' UTR v1

<400> 69

25

<210> 70
<211> 1088
<212> ADN
<213> Artificial30

<220>
<223> PvPhas 3' MAR v2

<400> 7035
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<210> 71
<211> 457
<212> ADN5
<213> Artificial

<220>
<223> AtuORF 3' UTR v1

10
<400> 71

<210> 7215
<211> 68
<212> PRT
<213> Artificial

<220>20
<223> Restos N-terminales 1-68 de AnD9DS

<400> 72

25
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<210> 73
<211> 175
<212> PRT5
<213> Artificial

<220>
<223> Restos C-terminales 281-455 de AnD9DS

10
<400> 73

15

<210> 74
<211> 14103
<212> ADN
<213> Artificial20
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<220>
<223> Plásmido pDAB110110

<400> 74
5
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<210> 755
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<211> 13812
<212> ADN
<213> Artificial

<220>5
<223> Plásmido pDAB110112

<400> 75

10
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<210> 765
<211> 1434
<212> ADN
<213> Magnaporthe grisea
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<400> 76

5
<210> 77
<211> 212
<212> PRT
<213> Leptosphaeria nodorum

10
<400> 77

ES 2 623 454 T3

 



185

<210> 78
<211> 216
<212> PRT5
<213> Helicoverpa zea

<400> 78

10
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ácido nucleico aislada que codifica una enzima delta-9 desaturasa que comprende una 
secuencia de aminoácidos que es al menos 80% idéntica a SEQ ID NO:13, en donde la molécula de ácido nucleico 
comprende una secuencia de nucleótidos al menos 60% idéntica a una secuencia seleccionada del grupo que 
consiste en SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:16, y SEQ ID NO:45; que comprende además un elemento de regulación 5
génica.

2. Una molécula de ácido nucleico aislada que codifica una enzima delta-9 desaturasa que comprende una 
secuencia de aminoácidos que es al menos un 80% idéntica a la SEQ ID NO: 13, en donde la molécula de ácido 
nucleico comprende además un elemento de regulación génica seleccionado del grupo que consiste en el promotor 
de delta-9 desaturasa de Saccharomyces cerevisiae, el terminador/3' UTR de delta-9 desaturasa, el promotor del 10
gen ole1, el promotor de faseolina, la región 5´ no traducida de faseolina de Phaseolus vulgaris, la región 3´ no 
traducida de faseolina de Phaseolus vulgaris, la región unida a la matriz de faseolina de Phaseolus vulgaris, la 
región 3´ no traducida de ORF23 de Agrobacterium tumefaciens, el promotor del virus del mosaico de la nervadura
de mandioca, la región 3´ no traducida de ORF1 de Agrobacterium tumefaciens, la región de unión de la matriz RB7 
de Nicotiana tabacum, secuencias Overdrive, las secuencias de borde de la hebra T, el promotor LfKCS3, el 15
promotor FAE 1, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43, una etiqueta Myc, y una etiqueta de 
hemaglutinina.

3. Un polipéptido quimérico de delta-9 desaturasa que comprende SEQ ID NO:72 y/o SEQ ID NO: 73, en donde el 
polipéptido comprende además la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 78.

4. Un método para disminuir la cantidad de ácidos grasos saturados en una célula, cuyo método comprende:20

transformar una célula vegetal con la molécula de ácido nucleico de la reivindicación 1, tal que la cantidad de ácidos 
grasos saturados en la célula vegetal disminuya.

5. El método según la reivindicación 4, que comprende transformar además la célula vegetal con al menos una 
molécula de ácido nucleico que codifica una enzima delta-9 desaturasa que comprende una secuencia de 
aminoácidos que es al menos 80% idéntica a SEQ ID NO:13.25

6. El método según la reivindicación 5, en donde además la transformación de la célula vegetal introduce dentro de 
la célula vegetal un medio para disminuir los niveles de 16:0-ACP en la célula vegetal.

7. El método según la reivindicación 6, en donde el medio para disminuir los niveles de 16:0-ACP en la célula 
vegetal es una desaturasa extraplastidial, siendo la desaturasa preferiblemente HzD9DS desaturasa.

8. Una planta de semilla oleoginosa que comprende la secuencia de ácidos nucleicos de la reivindicación 1.30

9. Una semilla de planta que expresa una desaturasa extraplastidial que comprende una secuencia de aminoácidos 
que es al menos 80% idéntica a SEQ ID NO: 13.

10. La semilla de planta de la reivindicación 9, en donde la desaturasa extraplastidial comprende la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 13.

11. La semilla de la reivindicación 9, en donde la semilla es una semilla de una línea de Brassica napus transgénica, 35
teniendo la semilla niveles disminuidos de 16:0 ACP, con relación a una versión isogénica de la línea transgénica de 
Brassica napus.

12. Un método para crear una planta genéticamente modificada que comprende cantidades disminuidas de ácidos 
grasos saturados en la planta comparada con la planta de tipo silvestre, cuyo método comprende:

transformar el material de la planta con una molécula de ácido nucleico que codifica una enzima delta-9 desaturasa40
que comprende una secuencia de aminoácidos que es al menos 80% idéntica a SEQ ID NO:13; y,

cultivar el material de planta transformado para obtener una planta, en donde la semilla de la planta expresa la 
enzima delta-9 desaturasa.

13. El método de la reivindicación 4 o 12, en donde la célula de planta o la planta se selecciona de un género 
seleccionado del grupo que consiste en Arabidopsis, Borago, Canola, Ricinus, Theobroma, Zea, Gossypium, 45
Crambe, Cuphea, Linum, Lesquerella, Limnanthes, Linola, Tropaeolum, Oenothera, Olea, Elaeis, Arachis, rapeseed, 
Carthamus, Glycine, Soja, Helianthus, Nicotiana, Vernonia, Triticum, Hordeum, Oryza, Avena, Sorghum, Secale, y 
demás miembros de las Gramineae.

14. Una planta obtenida por el método de acuerdo con la reivindicación 12.

15. Un material de planta obtenido a partir de la planta de la reivindicación 14, siendo el material de planta 50
preferiblemente una semilla, en donde el material de planta comprende una molécula de ácido nucleico que codifica 
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una enzima delta-9 desaturasa que comprende una secuencia de aminoácidos que es al menos 80% idéntica a SEQ 
ID NO: 13.
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