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DESCRIPCIÓN 
 
Producción de ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga en células vegetales 
 
Campo de la invención 5 
 
La presente invención se refiere a métodos para sintetizar ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga, 
especialmente ácido docosahexaenoico en células vegetales recombinantes. 
 
Antecedentes de la invención 10 
 
Los ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga de Omega-3 (LC-PUFA, por sus siglas en inglés) son 
actualmente ampliamente reconocidos como compuestos importantes para la salud humana y animal. Estos ácidos 
grasos se pueden obtener de fuentes alimenticias o mediante la conversión de ácidos grasos linoleicos (LA, por sus 
siglas en inglés, 18:2ω6) o α-linolénicos (ALA, por sus siglas en inglés, 18:3ω3), que son ambos considerados como 15 
ácidos grasos esenciales para la alimentación humana. Si bien los seres humanos y muchos otros animales 
vertebrados son capaces de convertir LA o ALA obtenidos de fuentes vegetales en C22, estos realizan esta 
conversión a una tasa muy baja. Asimismo, la mayoría de las sociedades modernas tienen dietas que no son 
balanceadas, en las cuales al menos el 90 % de los ácidos grasos poliinsaturados (PUFA) son ácidos grasos ω6, en 
vez de la relación de 4:1 o menor para los ácidos grasos ω6:ω3 que se considera ideal (Trautwein, 2001). La fuente 20 
alimenticia inmediata de los LC-PUFA, tales como el ácido eicosapentaenoico (EPA, por sus siglas en inglés, 
20:5ω3) y ácido docosahexaenoico (DHA, por sus siglas en inglés, 22:6ω3) para los seres humanos es 
mayoritariamente el pescado y el aceite de pescado. Por tanto, los profesionales de la salud han recomendado la 
inclusión regular del pescado que contiene niveles significativos de LC-PUFA en la dieta de los seres humanos. 
Cada vez más, se incorporan los aceites de LC-PUFA derivados del pescado en los productos alimenticios y en las 25 
fórmulas para lactantes, por ejemplo. Sin embargo, debido a disminución de la pesca a nivel nacional y mundial, se 
necesitan fuentes alternativas de estos aceites beneficiosos para la potenciación de la salud. 
 
Las plantas florecientes, a diferencia de los animales, carecen de la capacidad de sintetizar los ácidos grasos 
poliinsaturados con cadenas más largas que 18 carbonos. En particular, las plantas hortícolas y de cultivos junto con 30 
otros angioespermas no tienen las enzimas necesarias para sintetizar los ácidos grasos ω3 de cadenas más largas 
tales como EPA, ácido docosapentaenoico (DPA, por sus siglas en inglés, 22:5ω3) y DHA que derivan de ALA. Por 
tanto, un objetivo importante en la biotecnología de plantas es la modificación genética de las plantas de cultivo que 
producen cantidades sustanciales de LC-PUFA, proporcionando de esa manera una fuente alternativa de estos 
cultivos. 35 
 
Vías para la biosíntesis de LC-PUFA 
 
La biosíntesis de los LC-PUFA en los organismos tales como microalgas, musgos y hongos por lo general se 
produce como una serie de reacciones de elongación y desaturación dependientes del oxígeno (Figura 1). La vía 40 
más común que produce EPA en estos organismos incluye una desaturación ∆6, elongación ∆6 y desaturación ∆5 
(referida como la vía de desaturación ∆6) mientras que una vía menos común utiliza una elongación ∆9, 
desaturación ∆8 y desaturación ∆5 (referida como vía de desaturación ∆9). Estas reacciones de elongación y 
desaturación consecutivas pueden comenzar ya sea con el sustrato de ácidos grasos ω6 LA, que se muestran 
esquemáticamente en la parte superior izquierda de la Figura 1 (ω6) o con el sustrato ω3 ALA a través de EPA, que 45 
se muestran en la parte superior derecha de la Figura 1 (ω3). Si la desaturación ∆6 inicial se realiza en el sustrato 
de ω6 LA, el producto del LC-PUFA de la serie de tres enzimas será el ácido graso ω6 ARA. Los organismos que 
sintetizan LC-PUFA pueden convertir ácidos grasos ω6 en ácidos grasos ω3 utilizando una ω3-desaturasa, que se 
muestra en la etapa de ∆17-desaturasa en la Figura 1 para la conversión de ácido araquidónico (ARA, por sus siglas 
en inglés, 20:4ω6) en EPA. Algunos miembros de la familia ω3-desaturasa pueden actuar en diversos sustratos que 50 
varían de LA a ARA. Las ω3-desaturasas de plantas generalmente catalizan específicamente la desaturación ∆15 
de LA a ALA, mientras que las ω3-desaturasas de levadura y hongos pueden ser específicas para la desaturación 
∆17 de ARA a EPA (Pereira et al., 2004a; Zank et al., 2005). Algunos informes sugieren que las ω3-desaturasas no 
específicas pueden existir, las que pueden convertir una amplia diversidad de sustratos de ω6 en sus productos ω3 
correspondientes (Zhang et al., 2008). 55 
 
La conversión de EPA en DHA en estos organismos se produce mediante una elongación ∆5 de EPA para producir 
DPA, seguido de una desaturación ∆4 para producir DHA (Figura 1). Por el contrario, los mamíferos utilizan la 
denominada vía "Sprecher" que convierte DPA en DHA mediante tres reacciones separadas que son independientes 
de una ∆4-desaturasa (Sprecher et al., 1995). 60 
 
Las desaturasas del extremo frontal que generalmente se encuentran en las plantas, musgos, microalgas y animales 
inferiores tales como Caenorhabditis elegans aceptan predominantemente los sustratos de ácidos grasos 
esterificados en la posición sn-2 de un sustrato de fosfatidilcolina (PC, por sus siglas en inglés). Estas desaturasas, 
por lo tanto, se conocen como desaturasas del extremo frontal unidas a lípidos de acil-PC (Domergue et al., 2003). 65 
Por el contrario, las desaturasas del extremo frontal de animales superiores aceptan generalmente sustratos de acil-
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CoA donde el sustrato de ácido graso se une a CoA en vez de a PC (Domergue et al., 2005). Se sabe que algunas 
desaturasas de microalgas y una desaturasa de plantas utilizan sustratos de ácidos grasos esterificados a CoA 
(Tabla 2). 
 
Cada reacción de elongación de PUFA consiste en cuatro etapas catalizadas con un complejo de proteína con 5 
múltiples componentes: primero, una reacción de condensación resulta en la adición de una unidad de 2C de 
malonilo-CoA al ácido graso, lo que resulta en la formación de un intermedio de β-cetoacilo. Después, este se 
reduce con NADPH, seguido de una deshidratación para proporcionar un intermedio de enoilo. Este intermedio se 
reduce finalmente una segunda vez para producir el ácido graso elongado. Generalmente, se considera que la etapa 
de condensación de estas cuatro reacciones es específica de un sustrato mientras que otras etapas no lo son. En la 10 
práctica, esto significa que la maquinaria de elongación de plantas nativa es capaz de elongar los PUFA siempre 
que se introduzca la enzima de condensación (normalmente denominada una 'elongasa') específica al PUFA, 
aunque la eficiencia de la maquinaria de elongación de plantas nativa puede ser baja elongando los sustratos de 
PUFA no naturales. En 2007, se publicó la identificación y la caracterización del ciclo de elongación de la levadura 
dehidratasa (Denic y Weissman, 2007). 15 
 
La desaturación de PUFA en las plantas, musgos y microalgas se produce naturalmente en los sustratos de ácidos 
grasos, predominantemente en el grupo acil-PC mientras que la elongación se produce a los sustratos en el grupo 
acil-CoA. La transferencia de ácidos grasos de moléculas de acil-PC a un transportador de CoA se realiza por las 
fosfolipasas (PLA, por sus siglas en inglés) mientras que la transferencia de ácidos grasos de acil-CoA a un 20 
transportador de PC se realiza con lisofosfatidil-colina aciltransferasa (LPCAT, por sus siglas en inglés) (Figura 21) 
(Singh et al., 2005). 
 
Producción diseñada por ingeniería de LC-PUFA 
 25 
La mayoría de las modificaciones genéticas metabólicas de LC-PUFA se han realizado utilizando la vía de 
elongación/∆6-desaturación aeróbica. La biosíntesis del ácido γ-linolénico (GLA, por sus siglas en inglés, 18:3ω6) en 
el tabaco se describió por primera vez en 1996 utilizando una ∆6-desaturasa de la cianobacteria Synechocystis 
(Reddy y Thomas, 1996). Más recientemente, se ha producido GLA en las plantas de cultivo tal como cártamo (73 % 
de GLA en aceite de semilla; Knauf et al., 2006) y soja (28 % de GLA; Sato et al., 2004). La producción de LC-PUFA 30 
tal como EPA y DHA implica una modificación genética más complicada debido a la cantidad en aumento de las 
etapas de elongación y desaturación implicadas. La producción de EPA en una planta terrestre se describió por 
primera vez por Qi et al. (2004) quien introdujo genes que codifican una ∆9-elongasa de Isochrysis galbana, una ∆8-
desaturasa de Euglena gracilis y una ∆5-desaturasa de Mortierella alpina en Arabidopsis lo que da un rendimiento 
de hasta 3 % de EPA. Este trabajo fue seguido por Abbadi et al. (2004) quien describió la producción de hasta 0,8 % 35 
de EPA en semillas de lino que utilizan genes que codifican una ∆6-desaturasa y ∆6-elongasa de Physcomitrella 
patens y una ∆5-desaturasa de Phaeodactylum tricornutum. 
 
El primer informe de la producción de DHA, y hasta la fecha los niveles de producción más altos, fue en el 
documento WO 04/017467 donde se describe la producción de un 3 % de DHA en embriones de soja, pero no en las 40 
semillas, mediante la introducción de genes que codifican la ∆6-desaturasa de Saprolegnia diclina, ∆6-desaturasa 
de Mortierella alpina, ∆5-desaturasa de Mortierella alpina, ∆4-desaturasa de Saprolegnia diclina, ∆17-desaturasa de 
Saprolegnia diclina, ∆6-elongasa de Mortierella alpina y ∆5-elongasa de Pavlova lutheri. El nivel máximo de EPA en 
los embriones que también producen DHA fue del 19,6 %, lo que indica que la eficiencia de la conversión de EPA a 
DHA fue muy pobre (documento WO 2004/071467). Este descubrimiento fue similar al publicado por Robert et al. 45 
(2005), donde el flujo de EPA a DHA fue escaso, con la producción del 3 % de EPA y el 0,5 % de DHA en 
Arabidopsis utilizando la ∆5/6-desaturasa de Danio rerio, la ∆6-elongasa de Caenorhabditis elegans, y la ∆5-
elongasa y ∆4-desaturasa de Pavlova salina. La producción de EPA y DHA se notificó utilizando la misma 
combinación de enzimas que en el documento WO2005/103253. También en el 2005, Wu et al. publicó la 
producción del 25 % de ARA, el 15 % de EPA, y el 1,5 % de DHA en Brassica juncea utilizando la ∆6-desaturasa de 50 
Pythium irregulare, una ∆5-desaturasa de Thraustochytrid, la ∆6-elongasa de Physcomitrella patens, la ∆12-
desaturasa de Calendula officianalis, una ∆5-elongasa de Thraustochytrid, la ∆17-desaturasa de Phytophthora 
infestans, el LC-PUFA elongasa de Oncorhyncus mykiss, una ∆4-desaturasa de Thraustochytrid y un LPCAT de 
Thraustochytrid (Wu et al., 2005). Se proporcionan resúmenes de los esfuerzos para producir cultivos de semillas de 
aceite que sintetizan ω3 LC-PUFA en Venegas-Caleron et al. (2010) y Ruiz-Lopez et al. (2012). Como fue indicado 55 
por Ruiz-Lopez et al. (2012), los resultados obtenidos hasta la fecha para la producción de DHA en las plantas 
transgénicas no se ha ni acercado a los niveles observados en los aceites de pescado. 
 
Por tanto, aun existe la necesidad de más producción eficiente de LC-PUFA en las células recombinantes, en 
particular de DHA en las semillas de las plantas oleaginosas. 60 
 
Sumario de la invención 
 
Los inventores han encontrado métodos y plantas para la producción de lípidos con niveles altos de DHA. 
 65 
En un primer aspecto, la presente invención proporciona lípidos vegetales extraídos, que comprenden ácidos grasos 

E13803782
01-08-2017ES 2 636 487 T3

 



 

4 

en una forma esterificada, donde los ácidos grasos comprenden ácido oleico, ácido palmítico, ácidos grasos ω6 que 
comprenden ácido linoleico (LA), ácidos grasos ω3 que comprenden ácido α-linolénico (ALA) y ácido 
docosahexaenoico (DHA) y opcionalmente uno o más ácidos estearidónicos (SDA), ácidos eicosapentaneoicos 
(EPA), ácidos docosapentaenoico (DPA) y ácidos eicosatetraenoico (ETA), donde el nivel de DHA en el contenido 
total de ácidos grasos del lípido extraído es de aproximadamente el 7 % al 20 % donde el nivel de ácido palmítico en 5 
el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 2 % y el 16 %, y donde el nivel de ácido mirístico 
(C14:0) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior al 1 %. 
 
En una realización, el lípido extraído tiene una o más o todas las siguientes características 
 10 

i) el nivel de ácido palmítico en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 2 % y el 15 %, 
ii) el nivel de ácido oleico en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre aproximadamente 
el 1 % y aproximadamente el 30 %, entre el 3 % y el 30 %, entre aproximadamente el 6 % y aproximadamente el 
30 %, entre el 1 % y aproximadamente el 20 %, entre aproximadamente el 30 % y aproximadamente el 60 %, 
entre aproximadamente el 45 % y aproximadamente el 60 % o es de aproximadamente el 30 %. 15 
iii) el nivel de ácido linoleico (LA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 4 % y el 
35 %, entre aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 20 % o entre aproximadamente el 4 % y el 17 %, 
iv) el nivel de ácido α-linolénico (ALA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre 
aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 40 %, entre el 7 % y el 40 %, entre aproximadamente el 10 % y 
aproximadamente el 35 %, entre aproximadamente el 20 % y aproximadamente el 35 %, entre aproximadamente 20 
el 4 % y aproximadamente el 16 % o entre aproximadamente el 2 % y aproximadamente el 16 %. 
v) el nivel de ácido γ-linolénico (GLA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior al 4 %, 
inferior a aproximadamente el 3 %, inferior a aproximadamente el 2 %, inferior a aproximadamente el 1 %, 
inferior a aproximadamente el 0,5 %, entre el 0,05 % y aproximadamente el 7 %, entre el 0,05 % y 
aproximadamente el 4 %, entre el 0,05 % y aproximadamente el 3 %, o entre el 0,05 % y aproximadamente el 25 
2 %, 
vi) el nivel de ácido estearidónico (SDA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior a 
aproximadamente el 7 %, inferior a aproximadamente el 6 %, inferior al 4 %, inferior a aproximadamente el 3 %, 
entre aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 7 %, entre aproximadamente el 0,05 % y 
aproximadamente el 6 %, entre aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 4 %, o entre 30 
aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 3 %, o entre el 0,05 % y aproximadamente el 2 %, 
vii) el nivel de ácido eicosatetraenóico (ETA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior 
a aproximadamente el 6 %, inferior a aproximadamente el 5 %, inferior al 4 %, inferior a aproximadamente el 1 %, 
inferior a aproximadamente el 0,5 %, entre aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 6 %, entre 
aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 5 %, entre el 0,05 % y aproximadamente el 4 %, o entre 35 
aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 3 %, o entre el 0,05 % y aproximadamente el 2 %, 
viii) el nivel de ácido eicosatrienoico (ETrA, por sus siglas en inglés) en el contenido total de ácidos grasos del 
lípido extraído es inferior al 4 %, inferior a aproximadamente el 2 %, inferior a aproximadamente el 1 %, entre 
aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 4 %, entre aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 
3 %, entre aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 2 %, o entre aproximadamente el 0,05 % y 40 
aproximadamente el 1 %, 
ix) el nivel de ácido eicosapentaenoico (EPA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior 
al 4 %, inferior a aproximadamente el 3 %, inferior a aproximadamente el 2 %, entre aproximadamente el 0,05 % 
y aproximadamente el 10 %, entre aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 5 %, entre 
aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 3 %, o entre aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente 45 
el 2 %, 
x) el nivel de ácido docosapentaenoico (DPA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior 
al 4 %, inferior a aproximadamente el 3 %, inferior a aproximadamente el 2 %, entre aproximadamente el 0,05 % 
y aproximadamente el 8 %, entre aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 5 %, entre 
aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 3 %, o entre aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente 50 
el 2 %, 
xi) el nivel de DHA en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de aproximadamente el 8 %, 
aproximadamente el 9 %, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 11 %, aproximadamente el 12 %, 
aproximadamente el 13 %, aproximadamente el 14 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 16 %, 
aproximadamente el 17 %, aproximadamente el 18 %, entre aproximadamente el 8 % y el 20 %, entre 55 
aproximadamente el 10 % y el 20 %, entre el 11 % y el 20 %, entre aproximadamente el 10 % y 
aproximadamente el 16 %, o entre aproximadamente el 14 % y el 20 %, 
xii) el lípido comprende ácido ω6-docosapentaenoico (22:5 ∆4,7,10,13,16) en su contenido de ácido graso, 
xiii) el lípido carece esencialmente de ácido ω6-docosapentaenoico (22:5 ∆4,7,10,13,16) en su contenido de ácido 
graso, 60 
xiv) el lípido carece esencialmente de SDA, EPA y ETA en su contenido de ácidos grasos, 
xv) el nivel de ácidos grasos saturados totales en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de 
entre el 4 % y el 25 %, entre aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 20 %, entre aproximadamente el 
6 % y aproximadamente el 20 %, entre aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 60 %, entre 
aproximadamente el 30 % y aproximadamente el 60 %, o entre aproximadamente el 45 % y aproximadamente el 65 
60 %, 
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xvi) el nivel de ácidos grasos monoinsaturados totales en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído 
es de entre el 4 % y el 35 %, entre aproximadamente el 8 % y aproximadamente el 25 %, o entre 
aproximadamente el 8 % y aproximadamente el 22 %, 
xvii) el nivel de ácidos grasos poliinsaturados totales en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es 
de entre el 20 % y el 75 %, entre aproximadamente el 50 % y aproximadamente el 75 %, o entre 5 
aproximadamente el 60 % y aproximadamente el 75 %, 
xviii) el nivel de ácidos grasos ω6 totales en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre 
aproximadamente el 35 % y aproximadamente el 50 %, entre aproximadamente el 20 % y aproximadamente el 
35 %, entre aproximadamente el 6 % y el 20 %, inferior al 20 %, inferior a aproximadamente el 16 %, inferior a 
aproximadamente el 10 %, entre aproximadamente el 1 % y aproximadamente el 16 %, entre aproximadamente 10 
el 2 % y aproximadamente el 10 %, o entre aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 10 %, 
xix) el nivel de ácidos grasos ω6 nuevos en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior al 
10 %, inferior a aproximadamente el 8 %, inferior a aproximadamente el 6 %, inferior a aproximadamente el 4 %, 
entre aproximadamente el 1 % y aproximadamente el 20 %, entre el 1 % y aproximadamente el 10 %, entre 
aproximadamente el 0,5 % y aproximadamente el 8 %, o entre aproximadamente el 0,5 % y el 4 %, 15 
xx) el nivel de ácidos grasos ω3 totales en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 
36 % y aproximadamente el 65 %, entre el 40 % y el 60 %, entre aproximadamente el 20 % y aproximadamente 
el 35 %, entre aproximadamente el 10 % y aproximadamente el 20 %, aproximadamente el 25 %, 
aproximadamente el 30 %, aproximadamente el 35 % o aproximadamente el 40 %, 
xxi) el nivel de ácidos grasos ω3 nuevos en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 20 
9 % y el 33 %, entre aproximadamente el 10 % y aproximadamente el 20 %, entre aproximadamente el 20 % y 
aproximadamente el 30 %, entre aproximadamente el 12 % y aproximadamente el 25 %, aproximadamente el 
13 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 17 % o aproximadamente el 20 %, 
xxii) la relación de ácidos grasos ω6 totales:ácidos grasos ω3 totales en el contenido de ácidos grasos del lípido 
extraído es de entre 1,0 y 3,0, entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 1, entre aproximadamente 0,1 y 25 
aproximadamente 0,5, inferior a aproximadamente 0,50, inferior a aproximadamente 0,40, inferior a 
aproximadamente 0,30, inferior a aproximadamente 0,20, inferior a aproximadamente 0,15, aproximadamente el 
1,0, aproximadamente 0,1 o aproximadamente 0,2, 
xxiii) la relación de ácidos grasos ω6 nuevos:ácidos grasos ω3 nuevos en el contenido de ácidos grasos del 
lípido extraído es de entre 1,0 y 3,0, entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 1, entre aproximadamente 30 
0,1 y aproximadamente 0,5, inferior a aproximadamente 0,50, inferior a aproximadamente 0,40, inferior a 
aproximadamente 0,30, inferior a aproximadamente 0,20, inferior a aproximadamente 0,15, aproximadamente 0,1, 
aproximadamente 0,2 o aproximadamente 1,0, 
xxiv) la composición de ácido graso del lípido se basa en una eficacia de conversión de ácido oleico a LA por 
∆12-desaturasa de al menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 70 %, al menos 35 
aproximadamente el 80 %, entre aproximadamente el 60 % y aproximadamente el 98 %, entre aproximadamente 
el 70 % y aproximadamente el 95 %, o entre aproximadamente el 75 % y aproximadamente el 90 %, 
xxv) la composición de ácido graso del lípido se basa en una eficacia de conversión de ALA a SDA mediante ∆6-
desaturasa de al menos aproximadamente el 30 %, al menos aproximadamente el 40 %, al menos 
aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 70 %, entre 40 
aproximadamente el 30 % y aproximadamente el 70 %, entre aproximadamente el 35 % y aproximadamente el 
60 %, o entre aproximadamente el 50 % y aproximadamente el 70 %, 
xxvi) la composición de ácido graso del lípido se basa en una eficacia de conversión de SDA a ácido ETA 
mediante ∆6-elongasa de al menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 70 %, al menos 
aproximadamente el 75 %, entre aproximadamente el 60 % y aproximadamente el 95 %, entre aproximadamente 45 
el 70 % y aproximadamente el 88 %, o entre aproximadamente el 75 % y aproximadamente el 85 %, 
xxvii) la composición de ácido graso del lípido se basa en una eficacia de conversión de ETA a EPA mediante 
∆5-desaturasa de al menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 70 %, al menos 
aproximadamente el 75 %, entre aproximadamente el 60 % y aproximadamente el 99 %, entre aproximadamente 
el 70 % y aproximadamente el 99 %, o entre aproximadamente el 75 % y aproximadamente el 98 %, 50 
xxviii) la composición de ácido graso del lípido se basa en una eficacia de conversión de EPA a DPA mediante 
∆5-elongasa de al menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 85 %, al menos 
aproximadamente el 90 %, entre aproximadamente el 50 % y aproximadamente el 95 %, o entre 
aproximadamente el 85 % y aproximadamente el 95 %, 
xxix) la composición de ácido graso del lípido se basa en una eficacia de conversión de DPA a DHA mediante 55 
∆4-desaturasa de al menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos 
aproximadamente el 93 %, entre aproximadamente el 50 % y aproximadamente el 95 %, entre aproximadamente 
el 80 % y aproximadamente el 95 %, o entre aproximadamente el 85 % y aproximadamente el 95 %, 
xxx) la composición de ácido graso del lípido se basa en una eficacia de conversión de ácido oleico a DHA de al 
menos el 10 %, al menos aproximadamente el 15 %, al menos aproximadamente el 20 %, entre 60 
aproximadamente el 10 % y aproximadamente el 50 %, entre aproximadamente el 10 % y aproximadamente el 
30 %, o entre aproximadamente el 10 % y aproximadamente el 25 %, 
xxxi) la composición de ácido graso del lípido se basa en una eficacia de conversión de LA a DHA de al menos el 
15 %, al menos aproximadamente el 20 %, al menos aproximadamente el 22 %, al menos aproximadamente el 
25 %, entre aproximadamente el 15 % y aproximadamente el 50 %, entre aproximadamente el 20 % y 65 
aproximadamente el 40 %, o entre aproximadamente el 20 % y aproximadamente el 30 %, 
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xxxii) la composición de ácido graso del lípido se basa en una eficacia de conversión de ALA a DHA de al menos 
el 17 %, al menos aproximadamente el 22 %, al menos aproximadamente el 24 %, entre aproximadamente el 
17 % y aproximadamente el 55 %, entre aproximadamente el 22 % y aproximadamente el 35 %, o entre 
aproximadamente el 24 % y aproximadamente el 35 %, 
xxxiii) el total de ácidos grasos en el lípido extraído tiene menos que el 1 % de C20:1, 5 
xxxiv) el contenido de triacilglicerol (TAG, por sus siglas en inglés) del lípido es al menos el 70 %, al menos 
aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos el 95 %, entre aproximadamente el 
70 % y aproximadamente el 99 %, o entre aproximadamente el 90 % y aproximadamente el 99 %, 
xxxv) el lípido comprende diacilglicerol (DAG), por sus siglas en inglés), 
xxxvi) el lípido comprende menos del 10 %, menos de aproximadamente el 5 %, menos de aproximadamente el 10 
1 %, o entre aproximadamente el 0,001 % y aproximadamente el 5 %, ácidos grasos libres (no-esterificados) y/o 
fosfolípido, o inferior al 0,5 % de ácidos grasos libres (no-esterificados) y/o fosfolípido, 
xxxviii) al menos el 70 %, o al menos el 80 %, del DHA esterificado en forma de TAG está en la posición sn-1 o 
sn-3 del TAG, 
xxxviii) la especie de TAG que contiene DHA de manera más abundante en el lípido es DHA/18:3/18:3 (TAG 15 
58:12), y 
xxxix) el lípido comprende tri-DHA TAG (TAG 66:18). 

 
En otra realización, el lípido extraído está en la forma de un aceite, donde al menos aproximadamente el 90 %, o al 
menos aproximadamente el 95 %, al menos aproximadamente el 98 %, o entre aproximadamente el 95 % y 20 
aproximadamente el 98 %, en peso del aceite es el lípido. 
 
En un aspecto, el lípido o aceite, preferentemente un aceite de semilla, tiene las siguientes características: en el 
contenido total de ácido graso del lípido o aceite, el nivel de DHA es de entre aproximadamente el 7 % y el 20 %, el 
nivel de ácido palmítico es de entre aproximadamente el 2 % y aproximadamente el 16 %, el nivel de ácido mirístico 25 
es inferior a aproximadamente el 6 %, el nivel de ácido oleico es de entre aproximadamente el 1 % y 
aproximadamente el 30 %, el nivel de LA es de entre aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 35 %, ALA 
está presente, GLA está presente, el nivel de SDA es de entre aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 
7 %, el nivel de ETA es inferior a aproximadamente el 4 %, el nivel de EPA es de entre aproximadamente el 0,05 % y 
aproximadamente el 10 %, el nivel de DPA es de entre aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 8 %, el 30 
nivel de ácidos grasos saturados totales en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído en entre 
aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 25 %, el nivel de ácidos grasos monoinsaturados totales en el 
contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 35 %, el 
nivel de ácidos poliinsaturados totales en el contenido total de ácidos grasos en el contenido total de ácidos grasos 
del lípido extraído es de aproximadamente el 20 % y aproximadamente el 75 %, la relación de ácidos grasos ω6 35 
totales:ácidos grasos ω3 totales en el contenido de ácidos grasos del lípido extraído es de entre aproximadamente 
0,05 y aproximadamente 3,0, la relación de ácidos grasos ω6 nuevos: ácidos grasos ω3 nuevos en el contenido de 
ácidos grasos del lípido extraído es de entre aproximadamente 0,03 y aproximadamente 3,0, preferentemente 
inferior a aproximadamente 0,50, la composición de ácidos grasos del lípido está basado en: una eficacia de 
conversión de ácido oleico a LA mediante ∆12-desaturasa de al menos aproximadamente el 60 %, una eficacia de 40 
conversión de SDA a ácido ETA mediante ∆6-elongasa de al menos aproximadamente el 60 %, una eficacia de 
conversión de EPA a DPA mediante ∆5-elongasa de entre aproximadamente el 50 % y aproximadamente el 95 %, 
una eficacia de conversión de DPA a DHA mediante ∆4-desaturasa de entre aproximadamente el 50 % y 
aproximadamente el 95 %, una eficacia de conversión de ácido oleico a DHA de al menos aproximadamente el 10 %, 
y el contenido de triacilglicerol (TAG) del lípido es al menos aproximadamente el 70 %, y opcionalmente el lípido 45 
carece esencialmente de colesterol y/o el lípido comprende tri-DHA TAG (TAG 66:18). 
 
En otro aspecto, el aceite o lípido, preferentemente un aceite de semilla, tiene las siguientes características: en el 
contenido total de ácidos grasos, el nivel de DHA es de entre aproximadamente el 7 % y el 20 %, el nivel de ácido 
palmítico es de entre aproximadamente el 2 % y aproximadamente el 16 %, el nivel de ácido mirístico es inferior a 50 
aproximadamente el 2 %, el nivel de ácido oleico es de entre aproximadamente el 1 % y aproximadamente el 30 %, 
el nivel de LA es de entre aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 35 %, el nivel de ALA es de entre 
aproximadamente el 7 % y aproximadamente el 40 %, el nivel de GLA es inferior a aproximadamente el 4 %, el nivel 
de SDA es de entre aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 7 %, el nivel de ETA es inferior a 
aproximadamente el 4 %, el nivel de ETrA es de entre aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 4 %, el 55 
nivel de EPA es de entre aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 10 %, el nivel de DPA es de entre 
aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 8 %, el nivel de ácidos grasos saturados totales en el contenido 
total de lípido extraído es de entre aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 25 %, el nivel de ácidos grasos 
monoinsaturados totales en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre aproximadamente el 
4 % y aproximadamente el 35 %, el nivel de ácidos grasos poliinsaturados totales en el contenido total de ácidos 60 
grasos del lípido extraído es de entre aproximadamente el 20 % y aproximadamente el 75 %, el nivel de ácidos 
grasos ω6 nuevos en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre aproximadamente el 0,5 % y 
aproximadamente el 10 %, el nivel de ácidos grasos ω3 totales en el contenido total de ácidos grasos del lípido 
extraído es de entre el 36 % y aproximadamente el 75 %, el nivel de ácidos grasos ω3 nuevos en el contenido total 
de ácidos grasos del lípido extraído es de entre aproximadamente el 9 % y aproximadamente el 33 %, la relación de 65 
ácidos grasos ω6 totales: ácidos grasos ω3 totales en el contenido de ácidos grasos del lípido extraído es de entre 
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aproximadamente 0,05 y aproximadamente 3,0, la relación de ácidos grasos ω6 nuevos: ácidos grasos ω3 nuevos 
totales en el contenido de ácidos grasos del lípido extraído es de entre aproximadamente 0,03 y aproximadamente 
3,0, la composición de ácidos grasos del lípido está basado en: una eficacia de conversión de ácido oleico a LA 
mediante ∆12-desaturasa de al menos aproximadamente el 60 %, una eficacia de conversión de SDA a ácido ETA 
mediante ∆6-elongasa de al menos aproximadamente el 60 %, una eficacia de conversión de ETA a EPA mediante 5 
∆5-desaturasa de al menos aproximadamente el 60 %, una eficacia de conversión de EPA a DPA mediante ∆5-
elongasa de entre aproximadamente el 50 % y aproximadamente el 95 %, una eficacia de conversión de DPA a DHA 
mediante ∆4-desaturasa de entre aproximadamente el 50 % y aproximadamente el 95 %, una eficacia de conversión 
de ácido oleico a DHA de al menos aproximadamente el 10 %, una eficacia de conversión de LA a DHA de al menos 
aproximadamente el 15 %, una eficacia de conversión de ALA a DHA de al menos aproximadamente el 17 %, y el 10 
contenido total de ácidos grasos en el lípido extraído tiene menos que el 1 % C20:1, el contenido de triacilglicerol 
(TAG) del lípido es al menos aproximadamente el 70 %, el lípido carece esencialmente de colesterol y el lípido 
comprende tri-DHA TAG (TAG 66:18). Preferentemente, el lípido o aceite es aceite de colza y/o no ha sido tratado 
con un proceso de transesterificación después de que se extrajo de la planta o parte de la planta. En un aspecto 
particular, el lípido o aceite de colza se puede tratar posteriormente para convertir los ácidos grasos en el aceite en 15 
ésteres de alquilo tales como ésteres de etilo o metilo. Se pueden aplicar tratamientos adicionales para enriquecer el 
lípido o aceite para el DHA. 
 
En un aspecto, el lípido o aceite, preferentemente un aceite de semilla, tiene las siguientes características: en el 
contenido total de ácidos grasos del lípido, el nivel de DHA es de entre aproximadamente el 7 % y el 20 %, el nivel 20 
de ácido palmítico es de entre aproximadamente el 2 % y aproximadamente el 16 %, el nivel de ácido mirístico es 
inferior a aproximadamente el 2 %, el nivel de ácido oleico es de entre aproximadamente el 30 % y 
aproximadamente el 60 %, preferentemente entre aproximadamente el 45 % y aproximadamente el 60 %, el nivel de 
LA es de entre aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 20 %, el nivel de ALA es de entre aproximadamente 
el 2 % y aproximadamente el 16 %, el nivel de GLA es inferior a aproximadamente el 3 %, el nivel de SDA es inferior 25 
a aproximadamente el 3 %, el nivel de ETA es inferior a aproximadamente el 4 %, el nivel de ETrA inferior a 
aproximadamente el 2 %, el nivel de EPA es inferior a aproximadamente el 4 %, el nivel de DPA es inferior a 
aproximadamente el 4 %, el nivel de ácidos grasos saturados totales en el contenido total de ácido graso del lípido 
extraído es de entre aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 25 %, el nivel de ácidos grasos 
monoinsaturados totales en el contenido total de ácido graso de los lípidos extraídos es de entre aproximadamente 30 
el 30 % y aproximadamente el 60 %, o entre aproximadamente el 40 % y aproximadamente el 60 %, el nivel de 
ácidos grasos poliinsaturados totales en el contenido total de ácido graso del lípido extraído es de entre 
aproximadamente el 20 % y aproximadamente el 75 %, el nivel de ácidos grasos ω6 nuevos en el contenido total de 
ácido graso del lípido extraído es de entre aproximadamente el 0,5 % y aproximadamente el 10 %, el nivel de total 
ácidos grasos ω3 en el contenido total de ácido graso del lípido extraído es de entre aproximadamente el 10 % y 35 
aproximadamente el 20 %, el nivel de ácidos grasos ω3 nuevos en el contenido total de ácido graso del lípido 
extraído es de entre aproximadamente el 9 % y aproximadamente el 20 %, la relación de ácidos grasos ω6 
totales:ácidos grasos ω3 totales en el contenido total de ácido graso del lípido extraído es de entre 
aproximadamente el 0,05 y aproximadamente el 3,0, preferentemente inferior a aproximadamente el 0,50, la relación 
de ácidos grasos ω6 nuevos:ácidos grasos ω3 nuevos en el contenido total de ácido graso del lípido extraído es de 40 
entre aproximadamente el 0,03 y aproximadamente el 3,0, el contenido de triacilglicerol (TAG) del lípido es al menos 
aproximadamente el 70 %, el lípido carece esencialmente de colesterol, y el lípido comprende tri-DHA TAG (TAG 
66:18). Preferentemente, el lípido o aceite esencialmente carece de SDA, EPA y ETA y/o es aceite de colza y/o no 
ha sido tratado con un proceso de transesterificación después de que se extrajo de la planta o parte de la planta. En 
un aspecto particular, el lípido o aceite de colza se puede tratar posteriormente para convertir los ácidos grasos en el 45 
aceite en ésteres de alquilo tales como ésteres de etilo o metilo. Se pueden aplicar tratamientos adicionales para 
enriquecer el lípido o aceite para el DHA. 
 
En un aspecto adicional, el lípido o aceite, preferentemente un aceite de semilla, tiene las siguientes características: 
en el contenido total de ácido graso de lípido o aceite, el nivel de DHA es de entre aproximadamente el 7 % y el 50 
20 %, el nivel de ácido palmítico es de entre aproximadamente el 2 % y aproximadamente el 16 %, el nivel de ácido 
mirístico es inferior a aproximadamente el 6 %, el nivel de ácido oleico es de entre aproximadamente el 1 % y 
aproximadamente el 30 %, el nivel de LA es de entre aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 35 %, ALA 
está presente, GLA está presente, el nivel de SDA es de entre aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 
7 %, el nivel de ETA es inferior a aproximadamente el 6 %, el nivel de EPA es de entre aproximadamente el 0,05 % y 55 
aproximadamente el 10 %, el nivel de DPA es de entre aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 8 %. 
 
En una realización adicional, el lípido extraído comprende adicionalmente uno o más esteroles, preferentemente 
esteroles vegetales. 
 60 
En otra realización, el lípido extraído está en la forma de un aceite y comprende menos de 10 mg de esteroles/g de 
aceite, menos de 7 mg de esteroles/g de aceite, entre 1,5 mg y 10 mg de esteroles/g de aceite, o entre 1,5 mg y 
7 mg de esteroles/g de aceite. 
Los ejemplos de esteroles que pueden estar en el lípido extraído incluyen, pero sin limitación, uno o más o todos de 
campesterol/24-metilcolesterol, ∆5-estigmasterol, eburicol, β-sitosterol/24-etilcolesterol, ∆5-avenasterol/isofucosterol, 65 
∆7-estigmasterol/estigmast-7-en-3β-ol, y ∆7-avenasterol. 
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En una realización, la especie de planta es una enumerada en la Tabla 26, tal como colza, y el nivel de esteroles son 
aproximadamente los mismos que están enumerados en la Tabla 26 para esa especie vegetal particular. 
 
En una realización, el lípido extraído comprende menos de aproximadamente 0,5 mg de colesterol/g de aceite, 5 
menos de aproximadamente 0,25 mg de colesterol/g de aceite, entre aproximadamente 0 mg y aproximadamente 
0,5 mg de colesterol/g de aceite, o entre aproximadamente 0 mg y aproximadamente 0,25 mg de colesterol/g de 
aceite, o qcarece esencialmente de colesterol. 
 
En una realización adicional, el lípido es un aceite, preferentemente aceite de una semilla de aceite. Los ejemplos de 10 
dichos aceites incluyen, pero sin limitación, aceite de Brassica sp. tal como aceite de colza, aceite de Gossypium 
hirsutum, aceite de Linum usitatissimum, aceite de Helianthus sp., aceite de Carthamus tinctorius, aceite de Glycine 
max, aceite de Zea mays, aceite de Arabidopsis thaliana, aceite de Sorghum bicolor, aceite de Sorghum vulgare, 
aceite de Avena sativa, aceite de Trifolium sp.,aceite de Elaesis guineenis, aceite de Nicotiana benthamiana, aceite 
de Hordeum vulgare, aceite de Lupinus angustifolius, aceite de Oryza sativa, aceite de Oryza glaberrima, aceite de 15 
Camelina sativa, aceite de Crambe abyssinica, aceite de Miscanthus x giganteus, o aceite de Miscanthus sinensis. 
 
También se describe el lípido vegetal extraído, preferentemente extraído de aceite de semilla de colza que 
comprende ácidos grasos en una forma esterificada, los ácidos grasos que comprenden ácido oleico, ácido palmítico, 
ácidos grasos ω6 que comprenden ácido linoleico (LA), ácidos grasos ω3 que comprenden ácido α-linolénico (ALA) 20 
y ácido docosahexaenoico (DHA), y opcionalmente uno o más de ácido estearidónico (SDA), ácido 
eicosapentaenoico (EPA), ácido docosapentaenoico (DPA) y ácido eicosatetraenoico (ETA), donde el lípido tiene las 
siguientes características en el contenido total de ácidos grasos del lípido; 
 

i) el nivel de DHA es de aproximadamente el 3 %, aproximadamente el 4 %, aproximadamente el 5 %, 25 
aproximadamente el 6 % o aproximadamente el 7 %, 
ii) el nivel de ácido palmítico es de entre aproximadamente el 2 % y aproximadamente el 16 %, 
iii) el nivel de ácido mirístico es inferior a aproximadamente el 2 %, 
iv) el nivel de ácido oleico es de entre aproximadamente el 30 % y aproximadamente el 60 %, preferentemente 
aproximadamente el 45 % y aproximadamente el 60 %, 30 
v) el nivel de LA es de entre aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 20 %, 
vi) el nivel de ALA es de entre aproximadamente el 2 % y aproximadamente el 16 %, 
vii) el nivel de GLA es inferior a aproximadamente el 4 %, 
viii) el nivel de SDA es inferior a aproximadamente el 6 %, o inferior a aproximadamente el 4 %, 
ix) el nivel de ETA es inferior a aproximadamente el 6 %, o inferior a aproximadamente el 4 %, 35 
x) el nivel de ETrA es inferior a aproximadamente el 1 %, 
xi) el nivel de EPA es inferior a aproximadamente el 10 % y/o el nivel de EPA es 0,5-2,0 veces el nivel de DHA, 
xii) el nivel de DPA es inferior a aproximadamente el 4 %, 
xiii) el nivel de ácidos grasos saturados totales en el contenido total de ácidos grasos de lípido extraído es de 
entre aproximadamente el 4 % y el 25 %, 40 
xiv) el nivel de ácidos grasos monoinsaturados totales en el contenido de ácidos grasos de lípido extraído es de 
entre aproximadamente el 30 % y aproximadamente el 70 %, 
xv) el nivel de ácidos grasos poliinsaturados totales en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es 
de entre aproximadamente el 15 % y aproximadamente el 75 %, o preferentemente entre aproximadamente el 
15 % y aproximadamente el 30 %, 45 
xvi) el nivel de ácidos grasos ω6 nuevos en el contenido de ácidos grasos del lípido extraído es de entre 
aproximadamente el 0,5 % y aproximadamente el 10 %, 
xvii) el nivel de ácidos grasos ω3 totales en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre 
aproximadamente el 10 % y el 20 %, 
xviii) el nivel de ácidos grasos ω3 nuevos en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre 50 
aproximadamente el 3 % y aproximadamente el 20 %, 
xix) la relación de ácidos grasos ω6 totales: ácidos grasos ω3 totales en el contenido de ácidos grasos del lípido 
extraído es de entre aproximadamente 0,05 y aproximadamente 3,0, preferentemente menos que 
aproximadamente 0,50, 
xx) la relación de ácidos grasos ω6 nuevos: ácidos grasos ω3 nuevos en el contenido de ácidos grasos del lípido 55 
extraído es de entre aproximadamente 0,03 y aproximadamente 3,0, 
xxi) el contenido de triacilglicerol (TAG) del lípido es al menos aproximadamente el 70 %, y 
xxii) el lípido carece esencialmente de colesterol. En un aspecto, el lípido comprende tri-DHA TAG (TAG 66:18). 
Más preferentemente, el lípido carece esencialmente de SDA y ETA y/o no ha sido tratado con un proceso de 
transesterificación después de que se extrajo de la planta o parte de la planta. 60 

 
En otro aspecto, se describe lípido vegetal extraído, donde el lípido comprende ácidos grasos en forma esterificada, 
donde los ácidos grasos comprenden ácido oleico, ácido palmítico, ácidos grasos ω6 que comprenden ácido 
linoleico (LA), ácidos grasos ω3 que comprenden ácido α-linolénico (ALA) y ácido docosahexaenoico (DHA), y uno o 
más de ácido estearidónico (SDA), ácido eicosapentaenoico (EPA), ácido docosapentaenoico (DPA) y ácido 65 
eicosatetraenoico (ETA), donde (i) el nivel de DHA en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de 
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entre el 7 % y el 20 %, (ii) el nivel de ácido palmítico en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de 
entre el 2 % y el 16 %, (iii) el nivel de ácido mirístico (C14:0) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído 
es inferior al 6 %, (iv) el nivel de ácido oleico en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 
1 % y el 30 % o entre el 30 % y el 60 %, (v) el nivel de ácido linoleico (LA) en el contenido total de ácidos grasos del 
lípido extraído es de entre 4 % y y el 35 %, (vi) el nivel de ácido α-linolénico (ALA) en el contenido total de ácidos 5 
grasos del lípido extraído es de entre el 4 % y el 40 %, (vii) el nivel de ácido eicosatrienoico (ETrA) en el contenido 
total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior al 4 %, (viii) el nivel de ácidos grasos saturados totales en el 
contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 4 % y el 25 %, (ix) la relación de ácidos grasos ω6 
totales:ácidos grasos ω3 totales en el contenido de ácidos grasos del lípido extraído es de entre 1,0 y 3,0 o entre 0,1 
y 1, (x) el contenido de triacilglicerol (TAG) del lípido es de al menos el 70 %, y (xi) al menos el 70 % del DHA 10 
esterificado en forma de TAG se encuentra en la posición sn-1 o sn-3 del TAG. En un aspecto, una o más o todas de 
las siguientes características 
 

i) el nivel de ácido palmítico en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 2 % y el 15 %, 
ii) el nivel de ácido mirístico (C14:0) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior al 1 %, 15 
iii) el nivel de ácido oleico en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre aproximadamente 
el 3 % a aproximadamente el 30 %, entre aproximadamente el 6 % a aproximadamente el 30 %, entre el 1 % y 
aproximadamente el 20 %, entre aproximadamente el 45 % y aproximadamente el 60 % o es de 
aproximadamente el 30 %. 
iv) el nivel de ácido linoleico (LA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre 20 
aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 20 %, o entre aproximadamente el 4 % y el 17 %, 
v) el nivel de ácido α-linolénico (ALA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre 
aproximadamente el 7 % y aproximadamente el 40 %, entre aproximadamente el 10 % y aproximadamente el 
35 %, entre aproximadamente el 20 % y aproximadamente el 35 %, o entre aproximadamente el 4 % y el 16 %, 
vi) el nivel de ácido γ-linolénico (GLA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior al 4 %, 25 
inferior a aproximadamente el 3 %, inferior a aproximadamente el 2 %, inferior a aproximadamente el 1 %, 
inferior a aproximadamente el 0,5 %, entre el 0,05 % y el 7 %, entre el 0,05 % y el 4 %, o de entre el 0,05 % y 
aproximadamente el 3 %, o entre el 0,05 % y aproximadamente el 2 %, 
vii) el nivel de ácido estearidónico (SDA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior a 
aproximadamente el 4 %, inferior a aproximadamente el 3 %, entre aproximadamente el 0,05 % y 30 
aproximadamente el 7 %, entre aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 4 %, entre aproximadamente 
el 0,05 % y aproximadamente el 3 %, o entre el 0,05 % y aproximadamente el 2 %, 
viii) el nivel de ácido eicosatetraenoico (ETA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior 
a aproximadamente el 4 %, inferior a aproximadamente el 1 %, inferior a aproximadamente el 0,5 %, entre 
aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 5 %, entre aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 35 
4 %, entre aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 3 %, o entre aproximadamente el 0,05 % y 
aproximadamente el 2 %, 
ix) el nivel de ácido eicosatrienoico (ETrA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior a 
aproximadamente el 2 %, inferior a aproximadamente el 1 %, entre el 0,05 % y el 4 %, entre el 0,05 % y el 3 %, o 
entre el 0,05 % y aproximadamente el 2 %, o entre el 0,05 % y aproximadamente el 1 %, 40 
x) el nivel de ácido eicosapentaenoico (EPA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior 
a 4 %, inferior a aproximadamente el 3 %, inferior a aproximadamente el 2 %, entre el 0,05 % y el 10 %, entre el 
0,05 % y 5 %, o entre el 0,05 % y aproximadamente el 3 %, o entre el 0,05 % y aproximadamente el 2 %, 
xi) el nivel de ácido docosapentaenoico (DPA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior 
a 4 %, inferior a aproximadamente el 3 %, inferior a aproximadamente el 2 %, entre el 0,05 % y el 8 %, entre el 45 
0,05 % y 5 %, o entre el 0,05 % y aproximadamente el 3 %, o entre el 0,05 % y aproximadamente el 2 %, 
xii) el nivel de DHA en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de aproximadamente el 8 %, 
aproximadamente el 9 %, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 11 %, aproximadamente el 12 %, 
aproximadamente el 13 %, aproximadamente el 14 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 16 %, 
aproximadamente el 17 %, aproximadamente el 18 %, entre aproximadamente el 8 % y el 20 %, entre 50 
aproximadamente el 10 % y el 20 %, entre aproximadamente el 11 % y el 20 %, entre aproximadamente el 10 % 
y aproximadamente el 16 %, o entre aproximadamente el 14 % y el 20 %, 
xiii) el lípido comprende ácido ω6-docosapentaenoico (22:5∆4,7,10,13,16) en su contenido de ácido graso, 
xiv) el lípido carece esencialmente de ácido ω6-docosapentaenoico (22:5∆4,7,10,13,16) en su contenido de 
ácido graso, 55 
xv) el lípido carece esencialmente de SDA, EPA y ETA en su contenido de ácidos grasos, 
xvi) el nivel de ácidos grasos saturados totales en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de 
entre aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 20 %, o entre aproximadamente el 6 % y aproximadamente 
el 20 %, 
xvii) el nivel de ácidos grasos monoinsaturados totales en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído 60 
es de entre aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 35 %, entre aproximadamente el 8 % y 
aproximadamente el 25 %, o entre aproximadamente el 8 % y aproximadamente el 22 %. 
xviii) el nivel de ácidos grasos poliinsaturados totales en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es 
de entre aproximadamente el 20 % y aproximadamente el 75 %, entre aproximadamente el 50 % y 
aproximadamente el 75 %, o entre aproximadamente el 60 % y aproximadamente el 75 %. 65 
xix) el nivel de ácidos grasos ω6 totales en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre 
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aproximadamente el 35 % y aproximadamente el 50 %, entre aproximadamente el 20 % y aproximadamente el 
35 %, entre aproximadamente el 6 % y el 20 %, inferior al 20 %, inferior a aproximadamente el 16 %, inferior a 
aproximadamente el 10 %, entre aproximadamente el 1 % y aproximadamente el 16 %, entre aproximadamente 
el 2 % y aproximadamente el 10 %, o entre aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 10 %, 
xx) el nivel de ácidos grasos ω6 nuevos en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior a 5 
aproximadamente el 10 %, inferior a aproximadamente el 8 %, inferior a aproximadamente el 6 %, inferior a 
aproximadamente el 4 %, entre aproximadamente el 1 % y aproximadamente el 20 %, entre el 1 % y 
aproximadamente el 10 %, entre aproximadamente el 0,5 % y aproximadamente el 8 %, o entre 
aproximadamente el 0,5 % y el 4 %, 
xxi) el nivel de ácidos grasos ω3 totales en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre 10 
aproximadamente el 36 % y aproximadamente el 65 %, entre aproximadamente el 40 % y aproximadamente el 
60 %, entre aproximadamente el 20 % y aproximadamente el 35 %, entre 10 % y aproximadamente el 20 %, 
aproximadamente el 25 %, aproximadamente el 30 %, aproximadamente el 35 % o aproximadamente el 40 %, 
xxii) el nivel de ácidos grasos ω3 nuevos en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 
9 % y aproximadamente el 33 %, entre aproximadamente el 10 % y aproximadamente el 20 %, entre 15 
aproximadamente el 20 % y aproximadamente el 30 %, entre aproximadamente el 12 % y aproximadamente el 
25 %, aproximadamente el 13 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 17 % o aproximadamente el 
20 %, 
xxiii) la relación de ácidos grasos ω6 totales:ácidos grasos ω3 totales en el contenido de ácidos grasos del lípido 
extraído es de entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 0,5, inferior a aproximadamente 0,50, inferior a 20 
aproximadamente 0,40, inferior a aproximadamente 0,30, inferior a aproximadamente 0,20, inferior a 
aproximadamente 0,15, aproximadamente 1,0, aproximadamente 0,1 o aproximadamente 0,2, 
xxiv) la relación de ácidos grasos ω6 nuevos:ácidos grasos ω3 nuevos en el contenido total de ácidos grasos del 
lípido extraído es de entre aproximadamente 1,0 y aproximadamente 3,0, entre aproximadamente 0,1 y 
aproximadamente 1, entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 0,5, inferior a aproximadamente 0,50, 25 
inferior a aproximadamente 0,40, inferior a aproximadamente 0,30, inferior a aproximadamente 0,20, inferior a 
aproximadamente 0,15, aproximadamente 0,1, aproximadamente 0,2 o aproximadamente 1,0, 
xxv) la composición de ácido graso del lípido se basa en una eficacia de conversión de ácido oleico a DHA de al 
menos aproximadamente el 10 %, al menos aproximadamente el 15 %, al menos aproximadamente el 20 %, 
entre aproximadamente el 10 % y aproximadamente el 50 %, entre aproximadamente el 10 % y 30 
aproximadamente el 30 %, o entre aproximadamente el 10 % y aproximadamente el 25 %, 
xxvi) la composición de ácido graso del lípido se basa en una eficacia de conversión de LA a DHA de al menos 
aproximadamente el 15 %, al menos aproximadamente el 20 %, al menos aproximadamente el 22 %, al menos 
aproximadamente el 25 %, entre aproximadamente el 15 % y aproximadamente el 50 %, entre aproximadamente 
el 20 % y aproximadamente el 40 %, o entre aproximadamente el 20 % y aproximadamente el 30 %, 35 
xxvii) la composición de ácido graso del lípido se basa en una eficacia de conversión de ALA a DHA de al menos 
aproximadamente el 17 %, al menos aproximadamente el 22 %, al menos aproximadamente el 24 %, entre 
aproximadamente el 17 % y aproximadamente el 55 %, entre aproximadamente el 22 % y aproximadamente el 
35 %, o entre aproximadamente el 24 % y aproximadamente el 35 %, 
xxviii) el total de ácidos grasos en el lípido extraído tiene menos del 1 % de C20:1, 40 
xxix) el contenido de triacilglicerol (TAG) del lípido es de al menos aproximadamente el 80 %, al menos 
aproximadamente el 90 %, al menos el 95 %, entre aproximadamente el 70 % y aproximadamente el 99 %, o 
entre aproximadamente el 90 % y aproximadamente el 99 %, 
xxx) el lípido comprende diacilglicerol (DAG), 
xxxi) el lípido comprende menos de aproximadamente el 10 %, menos de aproximadamente el 5 %, menos de 45 
aproximadamente el 1 %, o entre aproximadamente el 0,001 % y aproximadamente el 5 %, ácidos grasos libres 
(no-esterificados) y/o fosfolípido, o carece esencialmente de estos, 
xxxii) al menos el 80 %, del DHA esterificado en forma de TAG está en la posición sn-1 o sn-3 del TAG, 
xxxiii) la especie de TAG que contiene DHA de manera más abundante en el lípido es DHA/18:3/18:3 (TAG 
58:12), y 50 
xxxiv) el lípido comprende tri-DHA TAG (TAG 66:18). 
 

Específicamente, con respecto a el aspecto anterior, en un aspecto 
 

i) el lípido se encuentra en forma de un aceite, donde el aceite comprende uno o más esteroles tal como uno o 55 
más o todos de campesterol, ∆5-estigmasterol, eburicol, β-sitosterol, ∆5-avenasterol, ∆7-estigmasterol y ∆7-
avenasterol, y opcionalmente el aceite comprende menos que 10 mg de esteroles/g de aceite y/o el aceite carece 
esencialmente de colesterol, y/o 
ii) el lípido se encuentra en forma de un aceite de una semilla oleaginosa tal como una oleaginosa de Brassica sp 
o semilla de colza. 60 

 
En otro aspecto, la presente invención proporciona un proceso para producir lípidos vegetales extraídos, que 
comprende las etapas de 
 

i) obtener una parte de una planta que comprende lípidos que comprende ácidos grasos en una forma 65 
esterificada, los ácidos grasos comprenden ácido oleico, ácido palmítico, ácidos grasos ω6 que comprenden 
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ácido linoleico (LA), ácidos grasos ω3 que comprenden ácido α-linolénico (ALA) y ácido docosahexaenoico 
(DHA), y opcionalmente uno o más de ácido eicosapentaenóico (EPA), ácido estearidónico (SDA), ácido 
docosapentaenoico (DPA) y ácido eicosatetraenoico (ETA), donde el nivel de DHA en el contenido total de 
ácidos grasos del lípido extraíble en la parte de la planta es del 7 % al 20 %, y donde el nivel de ácido palmítico 
en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 2 % y el 16 %, y donde el nivel de ácido 5 
mirístico (C14:0) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior al 1 %, y 
ii) extraer de lípido de la parte de la planta, 
 

donde el nivel de DHA en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es del 7 % al 20 %, y donde el nivel 
de ácido palmítico en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 2 % y el 16 %, y donde el 10 
nivel de ácido mirístico (C14:0) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior al 1 %. 
 
En una realización preferida, el lípido extraído tiene una o más de las características definidas anteriormente. 
 
En una realización, la parte de la planta es una semilla, preferentemente una semilla de aceite. Los ejemplos de 15 
dichas semillas incluyen, pero sin limitación, semillas de Brassica sp., Gossypium hirsutum, Linum usitatissimum, 
Helianthus sp., Carthamus tinctorius, Glycine max, Zea mays, Arabidopsis thaliana, Sorghum bicolor, Sorghum 
vulgare, Avena sativa, Trifolium sp., Elaesis guineenis, Nicotiana benthamiana, Hordeum vulgare, Lupinus 
angustifolius, Oryza sativa, Oryza glaberrima, Camelina sativa, o Crambe abyssinica, preferentemente una Brassica 
napus, B juncea o C. sativa. 20 
 
En otra realización, la semilla comprende al menos aproximadamente 18 mg, al menos aproximadamente 22 mg, al 
menos aproximadamente 26 mg, entre aproximadamente 18 mg y aproximadamente 100 mg, entre 
aproximadamente 22 mg y aproximadamente 70 mg, o entre aproximadamente 24 mg y aproximadamente 50 mg, de 
DHA por gramo de semilla. 25 
 
En una realización adicional, la parte de la planta comprende polinucleótidos exógenos que codifican uno de los 
siguientes conjuntos de enzimas; 
 

i) una ω3-desaturasa, una ∆6-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆6-elongasa y una ∆5-30 
elongasa, 
ii) una ∆15-desaturasa, una ∆6-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆6-elongasa y una ∆5-
elongasa, 
iii) una ∆12-desaturasa, una ∆6-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆6-elongasa y una ∆5-
elongasa, 35 
iv) una ∆12-desaturasa, a ω3-desaturasa o una ∆15-desaturasa, una ∆6-desaturasa, a ∆5-desaturasa, una ∆4-
desaturasa, una ∆6-elongasa y una ∆5-elongasa, 
v) una ω3-desaturasa, una ∆8-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆9-elongasa y una ∆5-
elongasa, 
vi) una ∆15-desaturasa, una ∆8-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆9-elongasa y una ∆5-40 
elongasa, 
vii) una ∆12-desaturasa, una ∆8-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆9-elongasa y una ∆5-
elongasa, o 
viii) una ∆12-desaturasa, una ω3-desaturasa o una ∆15-desaturasa, una ∆8-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una 
∆4-desaturasa, una ∆9-elongasa y una ∆5-elongasa, 45 

 
y donde cada polinucleótido se enlaza operativamente a uno o más promotores que son capaces de dirigir la 
expresión de dichos polinucleótidos en una célula de la parte de la planta. 
 
En otra realización adicional, la parte de la planta tiene una o más o todas las siguientes características 50 
 

i) la ∆12-desaturasa convierte ácido oleico en ácido linoleico en una o más células de la planta con una eficacia 
de al menos el 60 %, al menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 80 %, entre 
aproximadamente el 60 % y aproximadamente el 98 %, entre aproximadamente el 70 % y aproximadamente el 
95 %, o entre aproximadamente el 75 % y aproximadamente el 90 %, 55 
ii) la ω3-desaturasa convierte ácidos grasos en ácidos grasos ω3 en una o más células de la planta con una 
eficacia de al menos el 65 %, al menos aproximadamente el 75 %, al menos aproximadamente el 85 %, entre 
aproximadamente el 65 % y aproximadamente el 95 %, entre aproximadamente el 75 % y aproximadamente el 
95 %, o entre aproximadamente el 80 % y aproximadamente el 95 %, 
iii) la ∆6-desaturasa convierte ALA en SDA en una o más células de la planta con una eficacia de al menos el 60 
30 %, al menos aproximadamente el 40 %, al menos aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 
60 %, al menos aproximadamente el 70 %, entre aproximadamente el 30 % y aproximadamente el 70 %, entre 
aproximadamente el 35 % y aproximadamente el 60 %, o entre aproximadamente el 50 % y aproximadamente el 
70 %, 
iv) la ∆6-desaturasa convierte ácido linoleico en ácido γ-linolénico en una o más células de la planta con una 65 
eficacia inferior al 5 %, inferior a aproximadamente el 2,5 %, inferior a aproximadamente el 1 %, entre 
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aproximadamente el 0,1 % y aproximadamente el 5 %, entre aproximadamente el 0,5 % y aproximadamente el 
2,5 %, o entre aproximadamente el 0,5 % y aproximadamente el 1 %, 
v) la ∆6-elongasa convierte SDA en ETA en una o más células de la planta con una eficacia de al menos el 60 %, 
al menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 75 %, entre aproximadamente el 60 % y 
aproximadamente el 95 %, entre aproximadamente el 70 % y aproximadamente el 88 %, o entre 5 
aproximadamente el 75 % y aproximadamente el 85 %, 
vi) la ∆5-desaturasa convierte ETA en EPA en una o más células de la planta con una eficacia de al menos el 
60 %, al menos aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 75 %, al menos aproximadamente el 
80 %, al menos aproximadamente el 90 %, entre aproximadamente el 60 % y aproximadamente el 99 %, entre 
aproximadamente el 70 % y aproximadamente el 99 %, o entre aproximadamente el 75 % y aproximadamente el 10 
98 %, 
vii) la ∆5-elongasa convierte EPA en DPA en una o más células de la planta con una eficacia de al menos el 
80 %, al menos aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 90 %, entre aproximadamente el 50 % 
y aproximadamente el 95 %, o entre aproximadamente el 85 % y aproximadamente el 95 %, 
viii) la ∆4-desaturasa convierte DPA en DHA en una o más células de la planta con una eficacia de al menos el 15 
80 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 93 %, entre aproximadamente el 50 % 
y aproximadamente el 95 %, entre aproximadamente el 80 % y aproximadamente el 95 %, o entre 
aproximadamente el 85 % y aproximadamente el 95 %, 
ix) la eficacia de conversión del ácido oleico en DHA en una o más células de la parte de la planta es de al 
menos el 10 %, al menos aproximadamente el 15 %, al menos aproximadamente el 20 %, entre 20 
aproximadamente el 10 % y aproximadamente el 50 %, entre aproximadamente el 10 % y aproximadamente el 
30 %, o entre aproximadamente el 10 % y aproximadamente el 25 %, 
x) la eficacia de conversión de LA en DHA en una o más células de la parte de la planta es de al menos el 15 %, 
al menos aproximadamente el 20 %, al menos aproximadamente el 22 %, al menos aproximadamente el 25 %, 
entre aproximadamente el 15 % y aproximadamente el 50 %, entre aproximadamente el 20 % y 25 
aproximadamente el 40 %, o entre aproximadamente el 20 % y aproximadamente el 30 %, 
xi) la eficacia de conversión de ALA en DHA en una o más células de la parte de la planta es de al menos el 
17 %, al menos aproximadamente el 22 %, al menos aproximadamente el 24 %, entre aproximadamente el 17 % 
y aproximadamente el 55 %, entre aproximadamente el 22 % y aproximadamente el 35 %, o entre 
aproximadamente el 24 % y aproximadamente el 35 %, 30 
xii) una o más células de la parte de la planta comprende al menos el 15 %, al menos aproximadamente el 20 %, 
entre aproximadamente el 15 % y aproximadamente el 30 %, o entre aproximadamente el 22,5 % y 
aproximadamente el 27,5 %, más de ácidos grasos ω3 que las células correspondientes con deficiencia de 
polinucleótidos exógenos, 
xiii) la ∆6-desaturasa preferentemente desatura el ácido α-linolénico (ALA) relacionado al ácido linoleico (LA), 35 
xiv) la ∆6-elongasa tiene, además, actividad de ∆9-elongasa, 
xv) la ∆12-desaturasa tiene, además, actividad de ∆15-desaturasa, 
xvi) la ∆6-desaturasa tiene, además, actividad de ∆8-desaturasa, 
xvii) la ∆8-desaturasa tiene, además, actividad de ∆6-desaturasa o no tiene actividad de ∆6-desaturasa, 
xviii) la ∆15-desaturasa tiene, además, actividad de ω3-desaturasa en GLA, 40 
xix) la ω3-desaturasa tiene, además, actividad de ∆15-desaturasa en LA, 
xx) la ω3-desaturasa desatura ambos LA y/o GLA, 
xxi) la ω3-desaturasa preferentemente desatura GLA en comparación con LA, 
xxii) el nivel de DHA en la parte de la planta se basa en una eficacia de conversión de ácido oleico en DHA en la 
parte de la planta de al menos el 10 %, al menos aproximadamente el 15 %, al menos aproximadamente el 20 %, 45 
entre aproximadamente el 10 % y aproximadamente el 50 %, entre aproximadamente el 15 % y 
aproximadamente el 30 %, o entre aproximadamente el 20 % y aproximadamente el 25 %, 
xxiii) el nivel de DHA en la parte de la planta se basa en una eficacia de conversión de LA en DHA en la parte de 
la planta de al menos el 15 %, al menos aproximadamente el 20 %, al menos aproximadamente el 22 %, entre 
aproximadamente el 15 % y aproximadamente el 60 %, entre aproximadamente el 20 % y aproximadamente el 50 
40 %, o entre aproximadamente el 22 % y aproximadamente el 30 %, 
xxiv) el nivel de DHA en la parte de la planta se basa en una eficacia de conversión de ALA en DHA en la parte 
de la planta de al menos el 17 %, al menos aproximadamente el 22 %, al menos aproximadamente el 24 %, entre 
aproximadamente el 17 % y aproximadamente el 65 %, entre aproximadamente el 22 % y aproximadamente el 
35 %, o entre aproximadamente el 24 % y aproximadamente el 35 %, 55 
xxx) una o más o todas las desaturasas tienen mayor actividad en un sustrato de acil-CoA que un sustrato de 
acil-PC correspondiente, 
xxxi) la ∆6-desaturasa tiene mayor actividad de ∆6-desaturasa en ALA que LA como sustrato de ácido graso, 
xxxii) la ∆6-desaturasa tiene mayor actividad de ∆6-desaturasa en ALA-CoA como sustrato de ácido graso que 
en ALA unida a la posición sn-2 de PC como sustrato de ácido graso, 60 
xxxiii) la ∆6-desaturasa tiene al menos una actividad de ∆6-desaturasa 2 veces mayor, al menos una actividad 3 
veces mayor, al menos una actividad 4 veces mayor, o al menos actividad 5 veces mayor, en ALA como un 
sustrato en comparación con LA, 
xxxiv) la ∆6-desaturasa tiene mayor actividad en ALA-CoA como sustrato de ácido graso que en ALA ligada a la 
posición sn-2 de PC como sustrato de ácido graso, 65 
xxxv) la ∆6-desaturasa tiene al menos una actividad de ∆6-desaturasa 5 veces mayor o al menos una actividad 
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10 veces mayor, en ALA-CoA como sustrato de ácido graso que en ALA ligada a la posición sn-2 de PC como 
sustrato de ácido graso, 
xxxvi) la desaturasa es una desaturasa del extremo frontal, 
xxxvii) la ∆6-desaturasa no tiene actividad de ∆5-desaturasa detectable en ETA. 

 5 
En una realización adicional más, la parte de la planta tiene una o más o todas las siguientes características 
 

i) la ∆12-desaturasa comprende aminoácidos que tienen la secuencia que se proporciona en la SEQ ID NO:10, 
un fragmento biológicamente activo de estos, o una secuencia de aminoácidos que es al menos en un 50 % 
idéntica a la SEQ ID NO:10, 10 
ii) la ω3-desaturasa comprende aminoácidos que tienen la secuencia que se proporciona en la SEQ ID NO:12, 
un fragmento biológicamente activo de estos, o una secuencia de aminoácidos que es al menos en un 50 % 
idéntica a la SEQ ID NO:12, 
iii) la ∆6-desaturasa comprende aminoácidos que tienen la secuencia que se proporciona en la SEQ ID NO:16, 
un fragmento biológicamente activo de estos, o una secuencia de aminoácidos que es al menos en un 50 % 15 
idéntica a la SEQ ID NO:16, 
iv) la ∆6-elongasa comprende aminoácidos que tienen la secuencia que se proporciona en la SEQ ID NO:25, un 
fragmento biológicamente activo de estos, tal como, SEQ ID NO:26 o una secuencia de aminoácidos que es al 
menos en un 50 % idéntica a la SEQ ID NO:25 y/o la SEQ ID NO:26, 
v) la ∆5-desaturasa comprende aminoácidos que tienen la secuencia que se proporciona en la SEQ ID NO:30, 20 
un fragmento biológicamente activo de estos, o una secuencia de aminoácidos que es al menos en un 50 % 
idéntica a la SEQ ID NO:30, 
vi) la ∆5-elongasa comprende aminoácidos que tienen la secuencia que se proporciona en la SEQ ID NO:37, un 
fragmento biológicamente activo de estos, o una secuencia de aminoácidos que es al menos en un 50 % idéntica 
a la SEQ ID NO:37, 25 
vii) la ∆4-desaturasa comprende aminoácidos que tienen la secuencia que se proporciona en la SEQ ID NO:41, 
un fragmento biológicamente activo de estos, o una secuencia de aminoácidos que es al menos en un 50 % 
idéntica a la SEQ ID NO:41, 

 
En una realización, la parte de la planta comprende adicionalmente un polinucleótido exógeno que codifica una 30 
diacilglicerol aciltransferasa (DGAT, por sus siglas en inglés), monoacilglicerol aciltransferasa (MGAT, por sus siglas 
en inglés), glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT, por sus siglas en inglés), 1-acil-glicerol-3-fosfato aciltransferasa 
(LPAAT, por sus siglas en inglés) preferentemente un LPAAT que puede usar un sustrato de acil-CoA graso 
poliinsatutado C22, acil-CoA:lisofosfatidilcolina aciltransferasa (LPCAT, por sus siglas en inglés), fosfolipasa A2 
(PLA2), fosfolipasa C (PLC, por sus siglas en inglés), fosfolipasa D (PLD, por sus siglas en inglés), CDP-colina 35 
diacilglicerol, colina fosfotransferasa (CPT, por sus siglas en inglés), fosfatidilcolina diacilglicerol aciltransferasa 
(PDAT, por sus siglas en inglés), fosfatidilcolina:diacilglicerol colina fosfotransferasa (PDCT, por sus siglas en inglés), 
acil-CoA sintasa (ACS, por sus siglas en inglés), o una combinación de dos o más de estos. 
 
En otra realización, la parte de la planta comprende adicionalmente una mutación introducida o un polinucleótido 40 
exógeno que regula por disminución la producción y/o actividad de una enzima endógena en una célula de la parte 
de la planta seleccionada entre FAE1, DGAT, MGAT, GPAT, LPAAT, LPCAT, PLA2, PLC, PLD, CPT, PDAT, una 
tioesterasa tal como FATB, o una ∆12-desaturasa, o una combinación de uno o más de estos. 
 
En una realización adicional, al menos uno o todos los promotores son promotores específicos de semillas. En una 45 
realización, al menos uno, o todos los promotores se obtuvieron de biosíntesis de aceite o genes de acumulación 
tales como la oleosina, o de genes de proteína de almacenamiento, tales como la conlininaa. 
 
En otra realización, el o los promotores que dirigen la expresión de los polinucleótidos exógenos que codifican la ∆4-
desaturasa y la ∆5-elongasa inician la expresión de los polinucleótidos en la semilla de la parte de la planta en 50 
desarrollo antes, o alcanzan el pico de expresión antes que el o los promotores que dirigen la expresión de los 
polinucleótidos exógenos que codifican la ∆12-desaturasa y la ω3-desaturasa. 
 
En otra realización, los polinucleótidos exógenos se enlazan covalentemente en una molécula de ADN, 
preferentemente una molécula de ADN-T, integrada al genoma de las células de la parte de la planta y 55 
preferentemente donde el número de dichas moléculas de ADN integradas al genoma de las células de la parte de la 
planta no es más que uno, dos o tres, o es dos o tres. 
 
En otra realización más, la planta comprende al menos dos polinucleótidos exógenos diferentes que codifican cada 
uno una ∆6-desaturasa que tiene las mismas u otras secuencias de aminoácidos. 60 
 
En una realización adicional, el contenido total de aceite de la parte de la planta que comprende los polinucleótidos 
exógenos es de al menos el 40 %, o al menos aproximadamente el 50 %, o al menos aproximadamente el 60 %, o al 
menos aproximadamente el 70 %, o entre aproximadamente el 50 % y aproximadamente el 80 % del contenido total 
de aceite de una parte de la planta correspondiente con deficiencia de polinucleótidos exógenos. En estas 65 
realizaciones, el contenido máximo de aceite puede ser de aproximadamente el 100 % del contenido de aceite de 
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una parte de planta de tipo silvestre correspondiente. 
 
En otra realización, el lípido está en forma de aceite, preferentemente un aceite de semilla de una oleaginosa, y 
donde al menos el 90 %, o al menos aproximadamente el 95 %, al menos aproximadamente el 98 %, o entre 
aproximadamente el 95 % y aproximadamente el 98 %, en peso del lípido es triacilglicerol. 5 
 
En una realización adicional, el proceso comprende adicionalmente tratar el lípido para aumentar el nivel de DHA 
como un porcentaje del contenido total de ácido graso. Por ejemplo, el tratamiento es transesterificación. Por 
ejemplo, el lípido tal como aceite de colza se puede tratar para convertir los ácidos grasos en el aceite en ésteres de 
alquilo como metilo o ésteres de etilo, que luego se pueden fraccionar para enriquecer el lípido o aceite para el DHA. 10 
 
Además, se describe un proceso para producir un lípido vegetal extraído que comprende las siguientes etapas: 
 

i) obtener una parte de una planta, preferentemente semilla de colza, que comprende lípidos que comprende 
ácidos grasos en una forma esterificada, los ácidos grasos comprenden ácido oleico, ácido palmítico, ácidos 15 
grasos ω6 que comprenden ácido linoleico (LA), ácidos grasos ω3 que comprenden ácido α linolénico (ALA) y 
ácido docosahexaenoico (DHA), y opcionalmente uno o más de ácido eicosapentaenóico (EPA), ácido 
estearidónico (SDA), ácido docosapentaenoico (DPA) y ácido eicosatetraenoico (ETA), donde el nivel de DHA en 
el contenido total de ácidos grasos del lípido extraíble en la parte de la planta es de aproximadamente el 3 % 
aproximadamente el 4 %, aproximadamente el 5 %, aproximadamente el 6 % o aproximadamente el 7 %, y 20 
ii) la extracción de lípido de la parte de la planta, 

 
donde el lípido extraído tiene las siguientes características en el contenido total de ácidos grasos del lípido; 
 

i) el nivel de DHA es de aproximadamente el 3 %, aproximadamente el 4 %, aproximadamente el 5 %, 25 
aproximadamente el 6 % o aproximadamente el 7 %, 
ii) el nivel de ácido palmítico es de entre aproximadamente el 2 % y aproximadamente el 16 %, 
iii) el nivel de ácido mirístico es inferior a aproximadamente el 2 %, 
iv) el nivel de ácido oleico es de entre aproximadamente el 30 % y aproximadamente el 60 %, preferentemente 
aproximadamente el 45 % y aproximadamente el 60 %, 30 
v) el nivel de LA es de entre aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 20 %, 
vi) el nivel de ALA es de entre aproximadamente el 2 % y aproximadamente el 16 %, 
vii) el nivel de GLA es inferior a aproximadamente el 4 %, 
viii) el nivel de SDA es inferior a aproximadamente el 6 %, o inferior a aproximadamente el 4 %, 
ix) el nivel de ETA es inferior a aproximadamente el 6 %, o inferior a aproximadamente el 4 %, 35 
x) el nivel de ETrA es inferior a aproximadamente el 1 %, 
xi) el nivel de EPA es inferior a aproximadamente el 10 % y/o el nivel de EPA es 0,5-2,0 veces el nivel de DHA, 
xii) el nivel de DPA es inferior a aproximadamente el 4 %, 
xiii) el nivel de ácidos grasos saturados totales en el contenido de ácidos grasos de lípido extraído es de entre 
aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 25 %, 40 
xiv) el nivel de ácidos grasos monoinsaturados totales en el contenido total de ácidos grasos de lípido extraído es 
de entre aproximadamente el 30 % y aproximadamente el 70 %, 
xv) el nivel de ácidos grasos poliinsaturados totales en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es 
de entre aproximadamente el 15 % y aproximadamente el 75 %, o preferentemente entre aproximadamente el 
15 % y aproximadamente el 30 %, 45 
xvi) el nivel de ácidos grasos ω6 nuevos en el contenido de ácidos grasos del lípido extraído es de entre 
aproximadamente el 0,5 % y aproximadamente el 10 %, 
xvii) el nivel de ácidos grasos ω3 totales en el contenido de ácidos grasos del lípido extraído es de entre 
aproximadamente el 10 % y aproximadamente el 20 %, 
xviii) el nivel de ácidos grasos ω3 nuevos en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre 50 
aproximadamente el 3 % y aproximadamente el 20 %, 
xix) la relación de ácidos grasos ω6 totales: ácidos grasos ω3 totales en el contenido de ácidos grasos del lípido 
extraído es de entre aproximadamente 0,05 y aproximadamente 3,0, preferentemente menos que 
aproximadamente 0,50, 
xx) la relación de ácidos grasos ω6 nuevos: ácidos grasos ω3 nuevos en el contenido de ácidos grasos del lípido 55 
extraído es de entre aproximadamente 0,03 y aproximadamente 3,0, 
xxi) el contenido de triacilglicerol (TAG) del lípido es al menos aproximadamente el 70 %, y 
xxii) el lípido carece esencialmente de colesterol. En un aspecto, el lípido comprende tri-DHA TAG (TAG 66:18). 
Más preferentemente, el lípido carece esencialmente de SDA y ETA y/o no ha sido tratado con un proceso de 
transesterificación después de que se extrajo de la planta o parte de la planta. 60 

 
También se describe un proceso para producir un lípido vegetal extraído que comprende las siguientes etapas: 
 

i) obtener una parte de planta que comprende un lípido, donde el lípido comprende ácidos grasos en forma 
esterificada, donde los ácidos grasos comprenden ácido oleico, ácido palmítico, ácidos grasos ω6 que 65 
comprenden ácido linoleico (LA), ácidos grasos ω3 que comprenden ácido α-linolénico (ALA) y ácido 
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docosahexaenoico (DHA), y uno o más de ácido estearidónico (SDA), ácido eicosapentaenoico (EPA), ácido 
docosapentaenoico (DPA) y ácido eicosatetraenoico (ETA), donde (i) el nivel de DHA en el contenido total de 
ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 7 % y el 20 %, (ii) el nivel de ácido palmítico en el contenido total 
de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 2 % y el 16 %, (iii) el nivel de ácido mirístico (C14:0) en el 
contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior al 6 %, (iv) el nivel de ácido oleico en el contenido 5 
total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 1 % y el 30 % o entre el 30 % y el 60 %, (v) el nivel de 
ácido linoleico (LA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 4 % y el 35 %, (vi) el 
nivel de ácido α-linolénico (ALA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 4 % y el 
40 %, (vii) el nivel de ácido eicosatrienoico (ETrA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es 
inferior al 4 %, (viii) el nivel total de ácidos grasos saturados en el contenido total de ácidos grasos del lípido 10 
extraído es de entre el 4 % y el 25 %, (ix) la relación del total de ácidos grasos ω6: total de ácidos grasos ω3 en 
el contenido de ácidos grasos del lípido extraído es de entre 1,0 y 3,0 o entre 0,1 y 1, (x) el contenido de 
triacilglicerol (TAG) del lípido es de al menos el 70 %, y (xi) al menos el 70 % del DHA esterificado en forma de 
TAG se encuentra en la posición sn-1 o sn-3 del TAG. 
 %, y 15 
ii) la extracción de lípido de la parte de la planta, 

 
donde el nivel de DHA en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraíble es de aproximadamente el 7 % al 
20 %. 
 20 
También se describe un lípido, o aceite que comprende el lípido, producido usando un proceso de la invención. 
 
En otro aspecto, la presente invención proporciona un proceso para producir ésteres de etilo de ácidos grasos 
poliinsaturados: el proceso comprende trasesterificar los triacilgliceroles en el lípido vegetal extraído, donde el lípido 
vegetal extraído comprende ácidos grasos en una forma esterificada, los ácidos grasos comprenden ácido oleico, 25 
ácido palmítico, ácidos grasos ω6 que comprenden ácido linoleico (LA), ácidos grasos ω3 que comprenden ácido α-
linolénico (ALA) y ácido docosahexaenoico (DHA), y opcionalmente uno o más de ácido estearidónico (SDA), ácido 
eicosapentaenoico (EPA), ácido docosapentaenoico (DPA) y ácido eicosatetraenoico (ETA), donde el nivel de DHA 
en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de aproximadamente del 7 % al 20 %, para producir de 
esta manera ésteres de etilo, y donde el nivel de ácido palmítico en el contenido total de ácidos grasos del lípido 30 
extraído es de entre el 2 % y el 16 %, y donde el nivel de ácido mirístico (C14:0) en el contenido total de ácidos 
grasos del lípido extraído es inferior al 1 %, para producir de esta manera ésteres de etilo. 
 
En un aspecto preferido, el lípido extraído tiene una o más de las características definidas anteriormente. 
 35 
En otro aspecto, la presente solicitud describe un proceso para producir ésteres de etilo de ácidos grasos 
poliinsaturados, donde el proceso comprende transesterificar los triacilgliceroles en el lípido vegetal extraído, donde 
el lípido vegetal extraído comprende ácidos grasos esterificados en forma de triacilgliceroles, donde los ácidos 
grasos comprenden ácido oleico, ácido palmítico, ácidos grasos ω6 que comprenden ácido linoleico (LA), ácidos 
grasos ω3 que comprenden ácido α-linolénico (ALA) y ácido docosahexaenoico (DHA), y uno o más de ácido 40 
estearidónico (SDA), ácido eicosapentaenoico (EPA), ácido docosapentaenoico (DPA) y ácido eicosatetraenoico 
(ETA), donde (i) el nivel de DHA en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de aproximadamente el 
3 %, aproximadamente el 4 %, aproximadamente el 5 %, aproximadamente el 6 % o entre el 7 % y el 20 %, (ii) el 
nivel de ácido palmítico en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraídos de entre el 2 % y el 16 %, (iii) el 
nivel de ácido mirístico (C14:0) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior al 6 %, (iv) el 45 
nivel de ácido oleico en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 1 % y el 30 % o entre el 
30 % y el 60 %, (v) el nivel de ácido linoleico (LA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de 
entre el 4 % y el 35 %, (vi) el nivel de ácido α-linolénico (ALA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido 
extraído es de entre el 4 % y el 40 %, (vii) el nivel de ácido eicosatrienoico (ETrA) en el contenido total de ácidos 
grasos del lípido extraído es inferior al 4 %, (viii) el nivel total de ácidos grasos saturados en el contenido total de 50 
ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 4 % y el 25 %, (ix) la relación del total de ácidos grasos ω6: total de 
ácidos grasos ω3 en el contenido de ácidos grasos del lípido extraído es de entre 1,0 y 3,0 o entre 0,1 y 1, (x) el 
contenido de triacilglicerol (TAG) del lípido es de al menos el 70 %, y (xi) al menos el 70 % del DHA esterificado en 
forma de TAG se encuentra en la posición sn-1 o sn-3 del TAG, para producir de esta manera ésteres de etilo. En un 
aspecto, el lípido vegetal extraído tiene una o más o todas las siguientes características: 55 
 

i) el nivel de ácido palmítico en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 2 % y el 15 %, 
ii) el nivel de ácido mirístico (C14:0) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior al 1 %, 
iii) el nivel de ácido oleico en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre aproximadamente 
el 3 % a aproximadamente el 30 %, entre aproximadamente el 6 % a aproximadamente el 30 %, entre el 1 % y 60 
aproximadamente el 20 %, entre aproximadamente el 45 % y aproximadamente el 60 % o es de 
aproximadamente el 30 %. 
iv) el nivel de ácido linoleico (LA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre 
aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 20 %, o entre aproximadamente el 4 % y el 17 %, 
v) el nivel de ácido α-linolénico (ALA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre 65 
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aproximadamente el 7 % y aproximadamente el 40 %, entre aproximadamente el 10 % y aproximadamente el 
35 %, entre aproximadamente el 20 % y aproximadamente el 35 %, o entre aproximadamente el 4 % y el 16 %, 
vi) el nivel de ácido γ-linolénico (GLA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior al 4 %, 
inferior a aproximadamente el 3 %, inferior a aproximadamente el 2 %, inferior a aproximadamente el 1 %, 
inferior a aproximadamente el 0,5 %, entre el 0,05 % y el 7 %, entre el 0,05 % y el 4 %, o entre el 0,05 % y 5 
aproximadamente el 3 %, o entre el 0,05 % y aproximadamente el 2 %, 
vii) el nivel de ácido estearidónico (SDA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior a 
aproximadamente el 4 %, inferior a aproximadamente el 3 %, entre aproximadamente el 0,05 % y 
aproximadamente el 7 %, entre aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 4 %, entre aproximadamente 
el 0,05 % y aproximadamente el 3 %, o entre el 0,05 % y aproximadamente el 2 %, 10 
viii) el nivel de ácido eicosatetraenoico (ETA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior 
a aproximadamente el 4 %, inferior a aproximadamente el 1 %, inferior a aproximadamente el 0,5 %, entre 
aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 5 %, entre aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 
4 %, entre aproximadamente el 0,05 % y aproximadamente el 3 %, o entre aproximadamente el 0,05 % y 
aproximadamente el 2 %, 15 
ix) el nivel de ácido eicosatrienoico (ETrA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior a 
aproximadamente el 2 %, inferior a aproximadamente el 1 %, entre el 0,05 % y el 4 %, entre el 0,05 % y el 3 %, o 
entre el 0,05 % y aproximadamente el 2 %, o entre el 0,05 % y aproximadamente el 1 %, 
x) el nivel de ácido eicosapentaenoico (EPA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior 
al 4 %, inferior a aproximadamente el 3 %, inferior a aproximadamente el 2 %, entre el 0,05 % y el 10 %, entre el 20 
0,05 % y 5 %, o entre el 0,05 % y aproximadamente el 3 %, o entre el 0,05 % y aproximadamente el 2 %, 
xi) el nivel de ácido docosapentaenoico (DPA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior 
al 4 %, inferior a aproximadamente el 3 %, inferior a aproximadamente el 2 %, entre el 0,05 % y el 8 %, entre el 
0,05 % y 5 %, o entre el 0,05 % y aproximadamente el 3 %, o entre el 0,05 % y aproximadamente el 2 %, 
xii) el nivel de DHA en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de aproximadamente el 8 %, 25 
aproximadamente el 9 %, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 11 %, aproximadamente el 12 %, 
aproximadamente el 13 %, aproximadamente el 14 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 16 %, 
aproximadamente el 17 %, aproximadamente el 18 %, entre aproximadamente el 8 % y el 20 %, entre 
aproximadamente el 10 % y el 20 %, entre aproximadamente el 11 % y el 20 %, entre aproximadamente el 10 % 
y aproximadamente el 16 %, o entre aproximadamente el 14 % y el 20 %, 30 
xiii) el lípido comprende ácido ω6-docosapentaenoico (22:5∆4,7,10,13,16) en su contenido de ácido graso, 
xiv) el lípido es esencialmente libre de ácido ω6-docosapentaenoico (22:5∆4,7,10,13,16) en su contenido de ácido 
graso, 
xv) el lípido carece esencialmente de SDA, EPA y ETA en su contenido de ácidos grasos, 
xvi) el nivel total de ácidos grasos saturados en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre 35 
aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 20 %, o entre aproximadamente el 6 % y aproximadamente el 
20 %, 
xvii) el nivel total de ácidos grasos monoinsaturados en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es 
de entre aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 35 %, entre aproximadamente el 8 % y 
aproximadamente el 25 %, o entre aproximadamente el 8 % y aproximadamente el 22 %, 40 
xviii) el nivel total de ácidos grasos poliinsaturados en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de 
entre aproximadamente el 20 % y aproximadamente el 75 %, entre aproximadamente el 50 % y 
aproximadamente el 75 %, o entre aproximadamente el 60 % y aproximadamente el 75 %, 
xix) el nivel total de ácidos grasos ω6 en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre 
aproximadamente el 35 % y aproximadamente el 50 %, entre aproximadamente el 20 % y aproximadamente el 45 
35 %, entre aproximadamente el 6 % y el 20 %, inferior al 20 %, inferior a aproximadamente el 16 %, inferior a 
aproximadamente el 10 %, entre aproximadamente el 1 % y aproximadamente el 16 %, entre aproximadamente 
el 2 % y aproximadamente el 10 %, o entre aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 10 %, 
xx) el nivel de ácidos grasos ω6 nuevos en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior a 
aproximadamente el 10 % inferior a aproximadamente el 8 %, inferior a aproximadamente el 6 %, inferior al 4 %, 50 
entre aproximadamente el 1 % y aproximadamente el 20 %, entre aproximadamente el 1 % y aproximadamente 
el 10 %, entre aproximadamente el 0,5 % y aproximadamente el 8 %, o entre aproximadamente el 0,5 % y el 4 %, 
xxi) el nivel total de ácidos grasos ω3 en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 
36 % y aproximadamente el 65 %, entre el 40 % y aproximadamente el 60 %, entre aproximadamente el 20 % y 
aproximadamente el 35 %, entre aproximadamente el 10 % y aproximadamente el 20 %, aproximadamente el 55 
25 %, aproximadamente el 30 %, aproximadamente el 35 % o aproximadamente el 40 %, 
xxii) el nivel de ácidos grasos ω3 nuevos en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 
9 % y aproximadamente el 33 %, entre aproximadamente el 10 % y aproximadamente el 20 %, entre 
aproximadamente el 20 % y aproximadamente el 30 %, entre aproximadamente el 12 % y aproximadamente el 
25 %, aproximadamente el 13 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 17 % o aproximadamente el 60 
20 %, 
xxiii) la relación de total de ácidos grasos ω6: total de ácidos grasos ω3 en el contenido de ácidos grasos del 
lípido extraído es de entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 0,5, inferior a aproximadamente 0,50, 
inferior a aproximadamente 0,40, inferior a aproximadamente 0,30, inferior a aproximadamente 0,20, inferior a 
aproximadamente 0,15, aproximadamente 1,0, aproximadamente 0,1 o aproximadamente 0,2, 65 
xxiv) la relación de total de ácidos grasos ω6:total de ácidos grasos ω3 en el contenido de ácidos grasos del 
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lípido extraído es de entre aproximadamente 1,0 y aproximadamente 3,0, entre aproximadamente 0,1 y 
aproximadamente 1, entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 0,5, inferior a aproximadamente 0,50, 
inferior a aproximadamente 0,40, inferior a aproximadamente 0,30, inferior a aproximadamente 0,20, inferior a 
aproximadamente 0,15, aproximadamente 0,1, aproximadamente 0,2 o aproximadamente 1,0, 
xxv) la composición de ácido graso del lípido se basa en una eficacia de conversión de ácido oleico a DHA de al 5 
menos aproximadamente el 10 %, al menos aproximadamente el 15 %, al menos aproximadamente el 20 %, 
entre aproximadamente el 10 % y aproximadamente el 50 %, entre aproximadamente el 10 % y 
aproximadamente el 30 %, o entre aproximadamente el 10 % y aproximadamente el 25 %, 
xxvi) la composición de ácido graso del lípido se basa en una eficacia de conversión de LA a DHA de al menos 
aproximadamente el 15 %, al menos aproximadamente el 20 %, al menos aproximadamente el 22 %, al menos 10 
aproximadamente el 25 %, entre aproximadamente el 15 % y aproximadamente el 50 %, entre aproximadamente 
el 20 % y aproximadamente el 40 %, o entre aproximadamente el 20 % y aproximadamente el 30 %, 
xxvii) la composición de ácido graso del lípido se basa en una eficacia de conversión de ALA a DHA de al menos 
aproximadamente el 17 %, al menos aproximadamente el 22 %, al menos aproximadamente el 24 %, entre 
aproximadamente el 17 % y aproximadamente el 55 %, entre aproximadamente el 22 % y aproximadamente el 15 
35 %, o entre aproximadamente el 24 % y aproximadamente el 35 %, 
xxviii) el total de ácidos grasos en el lípido extraído tiene menos del 1 % de C20:1, 
xxix) el contenido de triacilglicerol (TAG) del lípido es de al menos aproximadamente el 80 %, al menos 
aproximadamente el 90 %, al menos el 95 %, entre aproximadamente el 70 % y aproximadamente el 99 %, o 
entre aproximadamente el 90 % y aproximadamente el 99 %, 20 
xxx) el lípido comprende diacilglicerol (DAG), 
xxxi) el lípido comprende menos de aproximadamente el 10 %, menos de aproximadamente el 5 %, menos de 
aproximadamente el 1 %, o entre aproximadamente el 0,001 % y aproximadamente el 5 %, ácidos grasos libres 
(no-esterificados) y/o fosfolípido, o es esencialmente libre de estos, 
xxxii) al menos el 80 %, del DHA esterificado en forma de TAG está en la posición sn-1 o sn-3 del TAG, 25 
xxxiii) la especie de TAG que contiene DHA de manera más abundante en el lípido es DHA/18:3/18:3 (TAG 
58:12), y 
xxxiv) el lípido comprende tri-DHA TAG (TAG 66:18). 

 
Con respecto al aspecto anterior en particular, en un aspecto, se aplica una o más o todas las siguientes 30 
características 
 

i) el lípido se encuentra en forma de un aceite, donde el aceite comprende uno o más esteroles tal como uno o 
más o todos de campesterol, ∆5-estigmasterol, eburicol, β-sitosterol, ∆5-avenasterol, ∆7-estigmasterol y ∆7-
avenasterol, y opcionalmente el aceite comprende menos que 10 mg de esteroles/g de aceite y/o el aceite carece 35 
esencialmente de colesterol, 
ii) el lípido se encuentra en forma de un aceite de una semilla oleaginosa tal como una semilla oleaginosa de 
Brassica sp o semilla de colza, 
iii) el nivel de DHA en contenido total de ácidos grasos del lípido vegetal extraído es de aproximadamente el 3 %, 
aproximadamente el 4 %, aproximadamente el 5 %, aproximadamente el 6 %, o es de entre el 7 % y el 20 %. 40 

 
En un aspecto adicional, la presente solicitud describe una construcción genética quimérica que comprende en 
orden un primer gen, un segundo gen, un tercer gen, un cuarto gen, un quinto gen y un sexto gen que se enlazan 
todos covalentemente en una molécula de ADN simple, 
donde el primer, segundo y tercer gen se unen como un primer conglomerado de genes y el cuarto, quinto y sexto se 45 
unen como un segundo conglomerado de genes, 
donde cada gen comprende un promotor, una región de codificación y un terminador de transcripción y/o región de 
poliadenilación de manera que cada promotor se enlaza operativamente a la región de codificación y al terminador 
de transcripción y/o región de poliadenilación, 
donde cada promotor es, de manera independiente, idéntico o diferente a los otros promotores de manera que la 50 
molécula de ADN comprende tres, cuatro, cinco o seis promotores diferentes, 
donde uno o más o todos los promotores son heterólogos con respecto a la región de codificación a la cual se 
enlaza operativamente, 
donde la dirección de transcripción del primer gen está lejos del tercer gen y es opuesta a la dirección de 
transcripción del tercer gen, 55 
donde la dirección de transcripción del cuarto gen está lejos del sexto gen y es opuesta a la dirección de 
transcripción del sexto gen, 
donde la dirección de transcripción del segundo gen es la misma que para el primer gen o el tercer gen, 
donde la dirección de transcripción del quinto gen es la misma que para el cuarto gen o el sexto gen, 
donde el terminador de transcripción y/o región de poliadenilación del segundo gen está separada del promotor del 60 
primer o el tercer gen, el que esté más próximo, mediante una primera región separadora de entre aproximadamente 
0,2 y aproximadamente 3,0 kilobases, 
donde el primer conglomerado de genes está separado del segundo conglomerado de genes mediante una segunda 
región separadora de entre aproximadamente 1,0 y aproximadamente 10,0 kilobases, y 
donde el terminador de transcripción y/o región de poliadenilación del quinto gen está separado del promotor del 65 
cuarto o el sexto gen, del que esté más próximo, mediante una tercera región separadora de entre aproximadamente 
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0,2 y aproximadamente 3,0 kilobases. 
 
En un aspecto, la molécula de ADN comprende un séptimo gen que está separado del primer conglomerado de 
genes o del segundo conglomerado de genes, del que esté más próximo, mediante una región espaciadora de entre 
aproximadamente el 1,0 y aproximadamente el 10,0 kilobases. 5 
 
En otro aspecto, la molécula de ADN comprende dos o más terminadores de transcripción y/o regiones de 
poliadenilación diferentes. 
 
En otro aspecto más, al menos una de las regiones espaciadoras comprende una región de unión a la matriz (MAR). 10 
 
En un aspecto adicional, la molécula de ADN comprende regiones de borde derecho e izquierdo que flanquean a los 
genes y es una molécula de ADN-T. 
 
En otro aspecto, la construcción genética es una célula de Agrobacterium o está integrada en el genoma de una 15 
célula vegetal. 
 
En un aspecto preferido, al menos uno de los genes codifica una desaturasa de ácido graso o una elongasa de 
ácido graso. 
 20 
En otro aspecto, la construcción genética comprende genes que codifican un conjunto de enzimas tal como se 
define en el presente documento, y/o donde uno o más de los genes codifican una enzima tal como se define en el 
presente documento. 
 
En un aspecto adicional, la presente solicitud describe un polinucleótido aislado y/o exógeno que comprende: 25 
 

i) una secuencia de nucleótidos seleccionada entre una cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 9, 11, 14, 18, 22, 23, 
28, 34, 35, 39 o 45, y/o 
ii) una secuencia de nucleótidos que son idénticos en al menos un 95 % o idénticos en un 99 % a una o más de 
las secuencias que se establecen en las SEQ ID NO: 1 a 9, 11, 14, 18, 22, 23, 28, 34, 35, 39 o 45. 30 

 
En un aspecto particularmente preferido, el polinucleótido aislado y/o exógeno comprende: 
 

i) una secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 2, y/o 
ii) una secuencia de nucleótidos que son idénticos en al menos un 95 % o idénticos en un 99 % a la secuencia 35 
que se establece en la SEQ ID NO: 2. 

 
En otro aspecto, la presente solicitud describe un vector o una construcción genética que comprende el 
polinucleótido de la invención y/o la construcción genética de la invención. 
 40 
En un aspecto, la secuencia de nucleótidos se selecciona entre cualquiera de las SEQ ID NO: 11, 14, 18, 22, 23, 28, 
34, 35, 39 o 45, o la secuencia de nucleótidos que es al menos idéntica en un 95 % o idéntica en un 99 % a una o 
más de las secuencias que se establecen en las SEQ ID NO: 11, 14, 18, 22, 23, 28, 34, 35, 39 o 45, se enlaza 
operativamente a un promotor. 
 45 
En un aspecto adicional, la invención proporciona una célula hospedadora que comprende polinucleótidos exógenos 
que codifican uno de los siguientes conjuntos de enzimas; 
 

i) una ω3-desaturasa, una ∆6-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆6-elongasa y una ∆5-
elongasa, 50 
ii) una ∆15-desaturasa, una ∆6-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆6-elongasa y una ∆5-
elongasa, 
iii) una ∆12-desaturasa, una ∆6-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆6-elongasa y una ∆5-
elongasa, 
iv) una ∆12-desaturasa, una ω3-desaturasa o una ∆15-desaturasa, una ∆6-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una 55 
∆4-desaturasa, una ∆6-elongasa y una ∆5-elongasa, 
v) una ω3-desaturasa, una ∆8-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆9-elongasa y una ∆5-
elongasa, 
vi) una ∆15-desaturasa, una ∆8-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆9-elongasa y una ∆5-
elongasa, 60 
vii) una ∆12-desaturasa, una ∆8-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆9-elongasa y una ∆5-
elongasa, o 
viii) una ∆12-desaturasa, una ω3-desaturasa o una ∆15-desaturasa, una ∆8-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una 
∆4-desaturasa, una ∆9-elongasa y una ∆5-elongasa, 

 65 
y donde cada polinucleótido se enlaza operativamente a uno o más promotores que son capaces de dirigir la 
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expresión de dichos polinucleótidos en la célula, y donde la célula comprende un lípido como se define en la 
presente invención. 
En una realización, una o más o todas las desaturasas o elongasas tiene una o más de las características definidas 
anteriormente. 
 5 
En otro aspecto, la presente solicitud describe una célula hospedadora que comprende 
 

i) un primer polinucleótido exógeno que codifica una ∆12-desaturasa que comprende aminoácidos que tienen la 
secuencia que se proporciona en la SEQ ID NO:10, un fragmento biológicamente activo de estos, o una 
secuencia de aminoácidos que es al menos en un 50 % idéntica a la SEQ ID NO:10, 10 
ii) un segundo polinucleótido exógeno que codifica una ω3-desaturasa que comprende aminoácidos que tienen la 
secuencia que se proporciona en la SEQ ID NO:12, un fragmento biológicamente activo de estos, o una 
secuencia de aminoácidos que es al menos en un 50 % idéntica a la SEQ ID NO:12, 

 
donde cada polinucleótido se enlaza operativamente a uno o más promotores que son capaces de dirigir la 15 
expresión de dichos polinucleótidos en la célula. 
 
En un aspecto adicional, la presente solicitud describe una célula hospedadora que comprende uno o más de los 
polinucleótidos de la invención, la construcción genética de la invención, o el vector o construcción genética como se 
describe en la presente solicitud. 20 
 
En una realización, la célula está en una planta, en una parte de planta y/o es una célula de semilla vegetal madura. 
 
En una realización, la planta o la semilla vegetal es una planta oleaginosa o una semilla oleaginosa, respectivamente. 
 25 
También se proporciona una planta transgénica que comprende una célula de la invención. Preferentemente, la 
planta es una planta oleaginosa o Arabidopsis thaliana. En una realización, la planta es una planta Brassica, 
preferentemente B. napus o B. juncea, o una planta diferente de Arabidopsis thaliana. 
 
En otro aspecto, la presente invención proporciona una planta oleaginosa que comprende 30 
 

a) un lípido en su semilla, el lípido comprende ácidos grasos en una forma esterificada, y 
b) polinucleótidos exógenos que codifican uno o más de los siguientes conjuntos de enzimas: 
 

i) una ∆12-desaturasa, una ω3-desaturasa fúngica o una ∆15-desaturasa fúngica, una ∆6-desaturasa, una 35 
∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆6-elongasa y una ∆5-elongasa, o 
ii) una ∆12-desaturasa, una ω3-desaturasa fúngica o una ∆15-desaturasa fúngica, una ∆8-desaturasa, una 
∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆9-elongasa y una ∆5-elongasa, 

 
donde cada polinucleótido se enlaza operativamente a uno o más promotores específicos de las semillas que son 40 
capaces de dirigir la expresión de dichos polinucleótidos en las semillas de la planta en desarrollo, donde los ácidos 
grasos comprenden ácido oleico, ácido palmítico, ácidos grasos ω6 que comprenden ácido linoleico (LA) y ácido γ-
linolénico (GLA), ácidos grasos ω3 que comprenden ácido α-linolénico (ALA), ácido estearidónico (SDA), ácido 
docosapentaenoico (DPA) y ácido docosahexaenoico (DHA), y opcionalmente uno o más de ácido 
eicosapentaenoico (EPA) y ácido eicosatetraenoico (ETA), y donde el nivel de DHA en el contenido total de ácidos 45 
grasos del lípido es del 7 % al 20 %, y donde el nivel de ácido palmítico en el contenido total de ácidos grasos del 
lípido extraído es de entre el 2 % y el 16 %, y donde el nivel de ácido mirístico (C14:0) en el contenido total de 
ácidos grasos del lípido extraído es inferior al 1 %. 
 
Los ejemplos de plantas oleaginosas incluyen, pero sin limitación, Brassica sp., Gossypium hirsutum, Linum 50 
usitatissimum, Helianthus sp., Carthamus tinctorius, Glycine max, Zea mays, Arabidopsis thaliana, Sorghum bicolor, 
Sorghum vulgare, Avena sativa, Trifolium sp., Elaesis guineenis, Nicotiana benthamiana, Hordeum vulgare, Lupinus 
angustifolius, Oryza sativa, Oryza glaberrima, Camelina sativa, o Crambe abyssinica. En una realización, la planta 
oleaginosa es una planta de colza, Glycine max, Camelina sativa o Arabidopsis thaliana. En una realización 
alternativa, la planta oleaginosa es diferente de A. thaliana. 55 
 
En una realización, una o más de las desaturasas es capaz de usar un sustrato de acil-CoA. En una realización 
preferida, una o más de ∆6-desaturasa, ∆5-desaturasa, ∆4-desaturasa y ∆8-desaturasa, si están presentes, son 
capaces de usar un sustrato de acil-CoA, preferentemente cada una de las i) ∆6-desaturasa, ∆5-desaturasa y ∆4-
desaturasa o ii) ∆5-desaturasa, ∆4-desaturasa y ∆8-desaturasa es capaz de usar un sustrato de acil-CoA. En una 60 
realización, una ∆12-desaturasa y/o una ω3-desaturasa es capaz de usar un sustrato de acil-CoA. El sustrato de 
acil-CoA es preferentemente un ALA-CoA, ETA-CoA, DPA-CoA, ETrA-CoA, LA-CoA, GLA-CoA, o ARA-CoA. 
 
En una realización, la semilla madura cosechada de la planta tiene un contenido de DHA de al menos 28 mg por 
gramo de semilla, preferentemente al menos aproximadamente 32 mg por gramo de semilla, al menos 65 
aproximadamente 36 mg por gramo de semilla, al menos aproximadamente 40 mg por gramo de semilla, más 
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preferentemente al menos aproximadamente 44 mg por gramo de semilla o al menos aproximadamente 48 mg por 
gramo de semilla. El contenido máximo de DHA puede ser de aproximadamente 80 a aproximadamente 100 mg por 
gramo de semilla, o aproximadamente 80 mg o aproximadamente 100 mg por gramo de semilla. 
 
En un aspecto adicional, la presente invención describe una planta Brassica napus, B. juncea o Camelina sativa que 5 
es capaz de producir semillas que comprendan DHA, donde la semilla madura cosechada de la planta tiene un 
contenido de DHA de al menos aproximadamente 28 mg por gramo de semilla, preferentemente al menos 
aproximadamente 32 mg por gramo de semilla, al menos aproximadamente 36 mg por gramo de semilla, al menos 
aproximadamente 40 mg por gramo de semilla, más preferentemente al menos aproximadamente 44 mg por gramo 
de semilla o al menos aproximadamente 48 mg por gramo de semilla. El contenido máximo de DHA puede ser de 10 
aproximadamente 80 a aproximadamente 100 mg por gramo de semilla, o aproximadamente 80 mg o 
aproximadamente 100 mg por gramo de semilla. 
 
En otro aspecto, la presente solicitud describe una célula vegetal de una planta de la invención que comprende los 
polinucleótidos exógenos. 15 
 
También se proporciona una parte de planta, preferentemente una semilla, que tiene una o más de las siguientes 
características: 
 

i) es de una planta de la invención, 20 
ii) comprende lípidos tal como se definen en el presente documento, 
iii) se puede usar en un proceso de la invención, 
iv) comprende una construcción genética de la invención, o 
v) comprende un conjunto de polinucleótidos exógenos tal como se definen en el presente documento. 

 25 
En otro aspecto más, la presente solicitud describe una semilla madura cosechada Brassica napus, B. juncea o 
Camelina sativa que comprende DHA y un contenido de humedad de entre aproximadamente el 4 % y 
aproximadamente el 15 % en peso, donde el contenido de DHA de la semilla es de al menos aproximadamente 
28 mg por gramo de semilla, preferentemente al menos aproximadamente 32 mg por gramo de semilla, al menos 
aproximadamente 36 mg por gramo de semilla, al menos aproximadamente 40 mg por gramo de semilla, más 30 
preferentemente al menos aproximadamente 44 mg por gramo de semilla o al menos aproximadamente 48 mg por 
gramo de semilla. El contenido máximo de DHA puede ser de aproximadamente 80 a aproximadamente 100 mg por 
gramo de semilla, o aproximadamente 80 mg o aproximadamente 100 mg por gramo de semilla. 
 
En una realización, la célula de la invención, la planta transgénica de la invención, la planta oleaginosa de la 35 
invención, la planta Brassica napus, B. juncea o Camelina sativa de la invención, la parte de planta de la invención, o 
la semilla de la invención, se puede usar para producir lípido extraído que comprende una o más o todas las 
características definidas en el presente documento. 
 
En un aspecto adicional más, la presente invención proporciona un método para producir una célula de la invención, 40 
donde el método comprende 
 

a) introducir en la célula, preferentemente una célula que no es capaz de sintetiza un LC-PUFA, la construcción 
génica de la invención, el polinucleótido aislado y/o exógeno de la invención, el vector o la construcción genética 
de la invención, una o más de las combinaciones de polinucleótidos exógenos que se definen en el presente 45 
documento, 
b) opcionalmente, expresar los genes o polinucleótido o polinucleótidos en la célula: 
c) opcionalmente, analizar la composición de ácido graso de la célula, y 
d) opcionalmente, seleccionar una célula que exprese los genes o polinucleótido o polinucleótidos. 

 50 
En un aspecto, el lípido en la célula tiene una o más de las características definidas en el presente documento. 
 
En un aspecto, la construcción génica, el polinucleótido exógeno y/o aislado, el vector, la construcción genética o las 
combinaciones de polinucleótidos exógenos, se integran de manera estable al genoma de la célula. 
 55 
En un aspecto adicional, la célula en una célula vegetal, y el método comprende adicionalmente la etapa de 
regenerar una planta transformada a partir de la célula de la etapa a). 
 
En otro aspecto, los genes y/o polinucleótido o polinucleótidos exógenos se expresan de manera temporal en la 
célula. 60 
 
También se describe una célula producida usando un método de la invención. 
 
En otro aspecto, la presente invención proporciona un método para producir una semilla, donde el método 
comprende, 65 
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a) cultivar una planta de la invención, o una planta que produce una parte tal como se define en la invención, 
preferentemente en un campo como parte de una población de al menos 1000 plantas o en un área de al menos 
1 hectárea plantada con una densidad de plantación convencional, 
b) cosechar semillas de la planta o las plantas, y 
c) opcionalmente, extraer lípidos de la semilla, preferentemente para producir aceite con un rendimiento total de 5 
DHA de al menos 60 kg de DHA/hectárea. 
 

En una realización, la planta, la célula vegetal, la parte de planta o la semilla de la invención tienen una o más de las 
siguientes características 
 10 

i) el aceite es tal como se define en el presente documento, 
ii) la parte de planta o semilla es capaz de usarse en un proceso de la invención, 
iii) os polinucleótidos exógenos están comprendidos en una construcción genética como se describe en el 
presente documento, 
iv) los polinucleótidos exógenos comprenden un polinucleótido exógeno como se describe en el presente 15 
documento, 
v) la célula vegetal es una célula de la invención, y 
vi) la semilla se produjo según el método de la invención. 

 
En otro aspecto, la presente solicitud describe un método para producir una o más desaturasas de ácido graso y/o 20 
elongasas de ácido graso, o una o más desaturasas de ácido graso y una o más elongasas de ácido graso; el 
método comprende la expresión en una célula, o por el sistema de expresión libre de la construcción génica, el 
polinucleótido exógeno y/o aislado, el vector o la construcción genética como se describe en el presente documento, 
o una o más de las combinaciones de polinucleótidos exógenos que se definen en el presente documento, 
preferentemente en una semilla oleaginosa en desarrollo en una planta oleaginosa en el campo. 25 
 
En un aspecto adicional, la presente solicitud describe un lípido o aceite, producido u obtenido, usando el proceso de 
la invención, la célula de la invención, la planta transgénica de la invención, la planta oleaginosa de la invención, la 
planta Brassica napus, B. juncea o Camelina sativa de la invención, la parte de planta de la invención, la semilla de 
la invención o la planta, célula vegetal, parte de planta o semilla de la invención. 30 
 
En un aspecto, el lípido o aceite se obtiene mediante extracción de aceite de una semilla oleaginosa. Los ejemplos 
de aceites de semillas oleaginosas incluyen pero sin limitación, aceite de colza (Brassica napus, Brassica rapa ssp.), 
aceite de mostaza (Brassica juncea), otro aceite Brassica, aceite de girasol (Helianthus annus), aceite de linaza 
(Linum usitatissimum), aceite de soja (Glycine max), aceite de cártamo (Carthamus tinctorius), aceite de maíz (Zea 35 
mays), aceite de tabaco (Nicotiana tabacum), aceite de cacahuete (Arachis hypogaea), aceite de palma, aceite de 
semilla de algodón (Gossypium hirsutum), aceite de coco (Cocos nucifera), aceite de aguacate (Persea americana), 
aceite de oliva (Olea europaea), aceite de castañas de cajú (Anacardium occidentale), aceite de macadamia 
(Macadamia intergrifolia), aceite de almendra (Prunus amygdalus) o aceite de semilla de Arabidopsis (Arabidopsis 
thaliana). 40 
 
En un aspecto adicional, la presente solicitud describe un ácido graso, producido u obtenido, usando el proceso de 
la invención, la célula de la invención, la planta transgénica de la invención, la planta oleaginosa de la invención, la 
planta Brassica napus, B. juncea o Camelina sativa de la invención, la parte de planta de la invención, la semilla de 
la invención o la planta, célula vegetal, parte de planta o semilla de la invención. Preferentemente, el ácido graso es 45 
DHA. El ácido graso puede estar en una mezcla de ácidos grasos que tiene una composición de ácidos grasos tal 
como se describe en el presente documento. En un aspecto, el ácido graso no está esterificado. 
 
También se proporciona polvo de semilla obtenido de la semilla de la invención. Los polvos de semilla preferidos 
incluyen, de modo no necesariamente taxativo, polvo de semilla de Brassica napus, B. juncea, Camelina sativa o 50 
Glycine max. En una realización, el polvo de semilla comprende polinucleótido o polinucleótidos exógenos y/o 
construcciones genéticas tal como se definen en el presente documento. 
 
En otro aspecto, la presente solicitud describe una composición que comprende uno o más de un lípido o aceite de 
la invención, el ácido graso, la construcción genética, el polinucleótido exógeno y/o aislado, el vector o construcción 55 
genética como se describen en el presente documento, la célula de la invención, la planta transgénica de la 
invención, la planta oleaginosa de la invención, la planta Brassica napus, B. juncea o Camelina sativa de la 
invención, la parte de planta de la invención, la semilla de la invención, la planta, la célula vegetal, la parte de la 
planta o la semilla de la invención, o el polvo de semilla de la invención. En aspectos, la composición comprende un 
vehículo adecuado para uso farmacéutico, alimenticio o agrícola, un compuesto de tratamiento de semilla, un 60 
fertilizante, otro ingrediente alimenticio o proteína o vitaminas añadidas. 
 
También se describen piensos, cosméticos o químicos que comprenden uno o más del lípido o aceite de la 
invención, el ácido graso, la construcción genética, el polinucleótido exógeno y/o aislado, el vector o construcción 
genética como se describen en el presente documento, la célula de la invención, la planta transgénica de la 65 
invención, la planta oleaginosa de la invención, la planta Brassica napus, B. juncea o Camelina sativa de la 
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invención, la parte de planta de la invención, la semilla de la invención, la planta, la célula vegetal, la parte de la 
planta o la semilla de la invención, o el polvo de semilla de la invención, o la composición como se describe en el 
presente documento. 
 
En otro aspecto, la presente invención proporciona un método para producir un pienso de consumo humano o 5 
animal, donde el método comprende mezclar uno o más del lípido o aceite de la invención, la célula de la invención, 
la planta transgénica de la invención, la planta oleaginosa de la invención, la parte de planta de la invención o la 
semilla de la invención, con al menos otro ingrediente alimenticio. 
 
En otro aspecto, la presente solicitud describe un método para tratar o prevenir una afección que se beneficiaría de 10 
un PUFA, donde el método comprende administrarle a un sujeto uno o más del lípido o aceite de la invención, el 
ácido graso, la construcción genética, el polinucleótido exógeno y/o aislado, el vector o construcción genética como 
se describe en el presente documento, la célula de la invención, la planta transgénico de la invención, la planta 
oleaginosa de la invención, la planta Brassica napus, B. juncea o Camelina sativa de la invención, la parte de planta 
de la invención, la semilla de la invención, la planta, la célula vegetal, la parte de la planta o la semilla de la 15 
invención, o el polvo de semilla de la invención, la composición, o el pienso como se describe en el presente 
documento. 
 
En otro aspecto, la presente invención proporciona uno o más de los lípidos o aceites de la invención, la célula de la 
invención, la planta transgénica de la invención, la planta oleaginosa de la invención, la parte de planta de la 20 
invención, o el polvo de semilla de la invención para su uso en el tratamiento o la prevención de una afección médica 
que se beneficiaría de una PUFA, donde dicha afección es la arritmia cardíaca, angioplastia, inflamación, asma, 
psoriasis, osteoporosis, piedras en el riñón, SIDA, esclerosis múltiple, artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, 
esquizofrenia, cáncer, síndrome alcohólico fetal, trastorno por déficit de atención con hiperactividad, fibrosis quística, 
fenilcetonuria, depresión unipolar, hostilidad agresiva, adrenoleucodistrofia, cardiopatía coronaria, hipertensión, 25 
diabetes, obesidad, enfermedad de Alzheimer, enfermedad pulmonar obstructiva crónica, colitis ulcerosa, 
reestenosis después de angioplastia, eccema, presión sanguínea alta, agregación de plaquetas, sangrado 
gastrointestinal, endometriosis, síndrome premenstrual, encefalomielitis miálgica, fatiga crónica después de 
infecciones virales o una enfermedad ocular. 
 30 
También se describe el uso de uno o más del lípido o aceite de la invención, el ácido graso, la construcción genética, 
el polinucleótido exógeno y/o aislado, el vector o construcción genética como se describen en el presente 
documento, la célula de la invención, la planta transgénica de la invención, la planta oleaginosa de la invención, la 
planta Brassica napus, B. juncea o Camelina sativa de la invención, la parte de planta de la invención, la semilla de 
la invención, la planta, la célula vegetal, la parte de la planta o la semilla de la invención, o el polvo de semilla de la 35 
invención, la composición o el pienso como se describen en el presente documento para la elaboración de un 
medicamento para tratar o prevenir una afección que se beneficiaría de un PUFA. La producción del medicamento 
puede comprender mezclar el aceite de la invención con un vehículo farmacéuticamente aceptable, para el 
tratamiento de una afección tal como se describe en el presente documento. El método puede comprender en primer 
lugar purificar el aceite y/o la transesterificación, y/o fraccionamiento del aceite para aumentar el nivel de DHA. En 40 
una realización particular, el método comprende tratar el lípido o aceite, tal como aceite de colza, para convertir los 
ácidos grasos del aceite en ésteres de alquilo tales como ésteres de etilo o metilo. Se pueden aplicar tratamientos 
adicionales, tal como fraccionamiento o destilación, para enriquecer el lípido o aceite para el DHA. En un aspecto 
preferido, el medicamento comprende ésteres de etilo de DHA. En un aspecto más preferido, el nivel de ésteres de 
etilo de DHA en el medicamento es de entre el 30 % y el 50 %. El medicamento puede comprender adicionalmente 45 
ésteres de etilo de EPA, tal como entre el 30 % y el 50 % del contenido total de ácidos grasos en el medicamento. 
Dichos medicamentos son adecuados para la administración a sujetos humanos o animales para el tratamiento de 
afecciones médicas como se describe en el presente documento. 
 
En otro aspecto, la presente solicitud describe un método para comercializar semillas, que comprende obtener una 50 
semilla de la invención y comercializar la semilla obtenida para ganancia pecuniaria. 
 
En un aspecto, la obtención de las semillas comprende cultivar plantas de la invención y/o cosechar las semillas de 
las plantas. 
 55 
En otro aspecto, la obtención de las semillas comprende adicionalmente colocar las semillas en un recipiente y/o 
almacenar las semillas. 
 
En un aspecto adicional, la obtención de las semillas comprende adicionalmente transportar las semillas a una 
ubicación diferente. 60 
 
En otro aspecto más, el método comprende adicionalmente transportar las semillas a una ubicación diferente 
después de que se comercializan las semillas. 
 
En un aspecto adicional, la comercialización se realiza usando medios electrónicos, tal como un ordenador. 65 
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En un aspecto adicional más, la presente solicitud describe un proceso para producir contenedores de semillas que 
comprende: 
 

a) envolver, colocar en hieleras y/o cosechar las partes sobre el nivel de la tierra de las plantas que comprenden 
las semillas de la invención, 5 
b) trillar y/o cribar las partes de las plantas para separar las semillas del resto de las partes de la planta, y 
c) tamizar y/o clasificar la semilla separada en el paso b), y cargar las semillas tamizadas y/o clasificadas en 
contenedores, para producir de esta forma contenedores de semillas. 

 
En un aspecto, donde sea pertinente, el lípido o sólido, preferentemente aceite de semilla de, o útil para, la invención 10 
tiene niveles grasos aproximados a los proporcionados en la Tabla en la sección de Ejemplos, tal como la semilla 14 
de la Tabla 16. 
 
Se entenderá que cualquier realización o aspecto en el presente documento se aplicará, con los cambios que sean 
necesarios, a cualquier otra realización o aspecto salvo que se indique específicamente lo contrario. 15 
 
La presente invención no se verá limitada en su alcance por las realizaciones específicas descritas en el presente 
documento, las cuales son únicamente para propósitos de ejemplificación. Los productos, composiciones y métodos 
funcionalmente equivalentes se encuentran claramente dentro del alcance de la invención, tal como se describe en 
el presente documento. 20 
 
A lo largo de la presente memoria descriptiva, salvo que se indique específicamente lo contrario o el contexto lo 
disponga de otra manera, debe entenderse que la referencia a un solo paso, composición de materia, grupo de 
pasos o grupo de composiciones de materia abarque uno y una pluralidad (es decir, uno o más) de esos pasos, 
composiciones de materia, grupos de pasos o grupos de composiciones de materia. 25 
 
La invención se describe en lo sucesivo en el presente documento mediante los siguientes Ejemplos no taxativos y 
haciendo referencia a las figuras adjuntas. 
 
Breve descripción de los dibujos adjuntos 30 
 

Figura 1.  Vías de biosíntesis aeróbica de DHA. 
 
Figura 2.  Mapa de la región de inserción de ADN-T entre los bordes derecho e izquierdo de pJP3416-GA7. RB 
indica borde derecho; LB, borde izquierdo; TER, terminador de transcripción/región de poliadenilación; PRO, 35 
promotor; las regiones de codificación se indican encima de las flechas, los promotores y terminadores debajo de 
las flechas. Micpu-∆6D, ∆6-desaturasa de Micromonas pusilla; Pyrco-∆6E, ∆6-elongasa de Pyramimonas 
cordata; Pavsa-∆5D, ∆5-desaturasa de Pavlova salina; Picpa-ω3D, ω3-desaturasa de Pichia pastoris; Pavsa-
∆4D, ∆4-desaturasa de P. salina; Lackl-∆12D, ∆12-desaturasa de Lachancea kluyveri; Pyrco-∆5E, ∆5-elongasa 
de Pyramimonas cordata. NOS indica el terminador de transcripción/región de poliadenilación de nopalina 40 
sintasa de Agrobacterium tumefaciens; FP1, promotor de napina truncado de Brassica napus; FAE1, promotor 
FAE1 de Arabidopsis thaliana; Lectina, terminador de transcripción/región de poliadenilación de lectina de 
Glycine max; Cnl1 y Cnl2 indican el promotor o terminador de conlinina1 o conlinina2 de Linum usitatissimum. 
MAR indica la región de unión a la matriz de Rb7 de Nicotiana tabacum. 
 45 
Figura 3.  Mapa de la región de inserción de ADN-T entre los bordes derecho e izquierdo de pJP3404. Las 
etiquetas son iguales a las de la Figura 2. 
 
Figura 4.  Mapa de la región de inserción entre los bordes derecho e izquierdo de pJP3367. Las etiquetas son 
iguales a las de la Figura 2. 50 
 
Figura 5.  Los niveles de DHA como un porcentaje del total de ácidos grasos en el lípido de semilla de múltiples 
semillas transgénicas independientes de Arabidopsis thaliana tanto en la generación T2 y T3. Los eventos T2 
entre paréntesis se llevaron a T3. Se muestran los eventos tanto de los antecedentes de Columbia como de fad2 
mutante A. thaliana. 55 
 
Figura 6.  El contenido de aceite (p/p) en comparación con el contenido de DHA, como porcentaje del contenido 
de ácidos grasos de lípido de las semillas transgénicas de Arabidopsis thaliana. 
Figura 7.  Gel de TI-PCR representativo que muestra la baja expresión del gen de ∆6-desaturasa con respecto a 
otros transgenes en el ADN-T de embriones de B. napus transformados usando pJP3416-GA7. Los carriles de la 60 
izquierda muestran los productos de TI-PCR: 1, marcadores del tamaño de ADN; carril 2, ∆12 desaturasa; carril 3, 
ω3-desaturasa; carril 4, ∆6-desaturasa (baja expresión); carril 5, ∆6-elongasa; carril 6, ∆5-desaturasa; carril 7, 
∆5-elongasa; carril 8, ∆4-desaturasa. 
 
Figura 8.  Porcentaje de ALA graficado en comparación con el porcentaje de ácido oleico, cada uno como un 65 
porcentaje del total de ácidos grasos en el lípido obtenido de embriones somáticos de Brassica napus 35S:LEC2 
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transgénica. 
 
Figura 9.  Análisis de distribución posicional mediante RMN en A) aceite de atún, B) aceite de semilla de 
Arabidopsis de DHA transgénico. Los picos etiquetados con ‘DHA-alfa’ representan la cantidad de DHA presente 
en las posiciones sn-1 y sn-3 de TAG (sin preferencia posicional esto equivaldría al 66 % de DHA total) mientras 5 
los picos etiquetados con ‘DHA-beta’ representan la cantidad de DHA presente en la posición sn-2 de TAG (sin 
preferencia posicional esto equivaldría al 33 % de DHA). 
 
Figura 10.  Análisis de CL-EM de las especies principales de triacilglicerol que contienen DHA en semillas 
transgénicas de A. thaliana en desarrollo (grises) y maduras (negras). El número que sigue a DHA indica el 10 
número total de átomos de carbono el número total de enlaces dobles en los otros dos ácidos grasos. Por tanto, 
DHA/34:1 también se puede designar TAG 56:7, etc. 
 
Figura 11.  Mapa de la región de inserción de ADN-T entre los bordes derecho e izquierdo de 
pORE04+11ABGBEC_Cowpea_EPA_insert. Las etiquetas son iguales a las de la Figura 2; SSU, promotor de la 15 
pequeña subunidad de rubisco de Arabidopsis thaliana. 
 
Figura 12.  Mapa del vector binario pJP3364 que muestra el l sitio de restricción NotI en el cual se clonaron las 
∆12-desaturasas candidatas. 
 20 
Figura 13.  Diagrama de caja generado usando SigmaPlot que muestra el porcentaje de ácidos grasos 20:4ω6 
(ARA) en lípido de semilla de poblaciones de semillas T2 de Arabidopsis transformadas con pFN045-pFN050. El 
contorno de cada caja más cercano al cero indica el percentil 25, una línea dentro de cada caja marca la 
mediana, y el contorno de cada caja más alejado del cero indica el percentil 75. Las barras de error mostradas 
encima y debajo de cada caja indican los percentiles 90 y 10. 25 
 
Figura 14.  Nivel promedio de ARA como un porcentaje del total de ácidos grasos en el lípido de semilla de la 
semilla T2 de Arabidopsis transformada con pFN045-pFN050. 
 
Figura 15.  Diagrama de caja que muestra el porcentaje de ácidos grasos 20:2ω6 (EDA) en lípido de semilla de 30 
poblaciones de semillas T2 de Arabidopsis transformadas con pFN045-pFN050. El diagrama de caja representa 
los valores tal como se describen en la Figura 13. 
 
Figura 16.  Diagrama de caja que muestra el porcentaje ARA en lípido de semilla de poblaciones de semillas T4 
de Arabidopsis transformadas con pFN045-pFN050. El diagrama de caja representa los valores tal como se 35 
describen en la Figura 13. 
 
Figura 17.  Nivel promedio de ARA como un porcentaje del total de ácidos grasos en el lípido de semilla de las 
poblaciones de semillas T4 de Arabidopsis transformada con pFN045-pFN050. 
 40 
Figura 18.  Diagrama de caja que muestra el porcentaje EDA en lípido de semilla de poblaciones de semillas T4 
de Arabidopsis transformadas con pFN045-pFN050. El diagrama de caja representa los valores tal como se 
describen en la Figura 13. 
 
Figura 19.  (A) Estructura de fitoesterol básica con numeración de anillo y cadena lateral. (B) Estructuras 45 
químicas de algunos de los fitoesteroles. 
 
Figura 20.  Árbol filogenético de LPAAT conocidos. 
 
Figura 21.  Las varias enzimas de intercambio de acilo que transfieren ácidos grasos entre grupos de PC, CoA, y 50 
grupos de TAG. Adaptado de Singh et al. (2005). 
 

GUÍA DEL LISTADO DE SECUENCIAS 
 

SEQ ID NO: 1 – secuencia de nucleótidos pJP3416-GA7. 55 
SEQ ID NO: 2 – secuencia de nucleótidos pGA7- mod_B. 
SEQ ID NO: 3 – secuencia de nucleótidos pGA7- mod_C. 
SEQ ID NO: 4 – secuencia de nucleótidos pGA7- mod_D. 
SEQ ID NO: 5 – secuencia de nucleótidos pGA7- mod_E. 
SEQ ID NO: 6 – secuencia de nucleótidos pGA7- mod_F. 60 
SEQ ID NO: 7 – secuencia de nucleótidos pGA7- mod_G. 
SEQ ID NO: 8 – secuencia de nucleótidos pORE04+11ABGBEC_Cowpea_EPA_insert. 
SEQ ID NO: 9 - Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la ∆12-desaturasa de 
Lachancea kluyveri en plantas. 
SEQ ID NO: 10 - ∆12-desaturasa de Lachancea kluyveri. 65 
SEQ ID NO: 11 - Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la desaturasa de Pichia 

E13803782
01-08-2017ES 2 636 487 T3

 



 

25 

pastoris en plantas. 
SEQ ID NO: 12 - desaturasa ω3 de Pichia pastoris. 
SEQ ID NO: 13 - Marco de lectura abierto que codifica la ∆6-desaturasa de Micromonas pusilla. 
SEQ ID NO: 14 - Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la ∆6-desaturasa de 
Micromonas pusilla en plantas (versión 1). 5 
SEQ ID NO: 15 - Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la ∆6-desaturasa de 
Micromonas pusilla en plantas (versión 2). 
SEQ ID NO: 16 - 6-desaturasa de Micromonas pusilla. 
SEQ ID NO: 17 - Marco de lectura abierto que codifica la ∆6-desaturasa de Ostreococcus lucimarinus. 
SEQ ID NO: 18 - Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la ∆6-desaturasa de 10 
Ostreococcus lucimarinus en plantas. 
SEQ ID NO: 19 - ∆6-desaturasa de Ostreococcus lucimarinus. 
SEQ ID NO: 20 - ∆6-desaturasa de Ostreococcus tauri. 
SEQ ID NO: 21 - Marco de lectura abierto que codifica la ∆6-elongasa de Pyramimonas cordata. 
SEQ ID NO: 22 - Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la ∆6-elongasa de 15 
Pyramimonas cordata en plantas (truncado en el extremo 3’ y que codifica a la elongasa funcional) (versión 1). 
SEQ ID NO: 23 - Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la ∆6-elongasa de 
Pyramimonas cordata en plantas (truncado en el extremo 3’ y que codifica a la elongasa funcional) (versión 2). 
SEQ ID NO: 24 - Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la ∆6-elongasa de 
Pyramimonas cordata en plantas (truncado en el extremo 3’ y que codifica a la elongasa funcional) (versión 3). 20 
SEQ ID NO: 25 - ∆6-elongasa de Pyramimonas cordata. 
SEQ ID NO: 26 - ∆6-elongasa truncada de Pyramimonas cordata. 
SEQ ID NO: 27 - Marco de lectura abierto que codifica la ∆5-desaturasa de Pavlova salina. 
SEQ ID NO: 28 - Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la ∆5-desaturasa de 
Pavlova salina en plantas (versión 1). 25 
SEQ ID NO: 29 - Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la ∆5-desaturasa de 
Pavlova salina en plantas (versión 2). 
SEQ ID NO: 30 - ∆5-desaturasa de Pavlova salina. 
SEQ ID NO: 31 - Marco de lectura abierto que codifica la ∆5-desaturasa de Pyramimonas cordata. 
SEQ ID NO: 32 - ∆5-desaturasa de Pyramimonas cordata. 30 
SEQ ID NO: 33 - Marco de lectura abierto que codifica la ∆5-elongasa de Pyramimonas cordata. 
SEQ ID NO: 34 - Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la -elongasa de 
Pyramimonas cordata en plantas (versión 1). 
SEQ ID NO: 35 - Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la ∆5-elongasa de 
Pyramimonas cordata en plantas (versión 2). 35 
SEQ ID NO: 36 - Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la ∆5-elongasa de 
Pyramimonas cordata en plantas (versión 3). 
SEQ ID NO: 37 - ∆5-elongasa de Pyramimonas cordata. 
SEQ ID NO: 38 - Marco de lectura abierto que codifica la ∆4-desaturasa de Pavlova salina. 
SEQ ID NO: 39 - Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la ∆4-desaturasa de 40 
Pavlova salina en plantas (versión 1). 
SEQ ID NO: 40 - Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la ∆4-desaturasa de 
Pavlova salina en plantas (versión 2). 
SEQ ID NO: 41 - ∆4-desaturasa de Pavlova salina. 
SEQ ID NO: 42 - Marco de lectura abierto que codifica la ∆9-elongasa de Isochrysis galbana. 45 
SEQ ID NO: 43 - ∆9-elongasa de Isochrysis galbana. 
SEQ ID NO: 44 - Marco de lectura abierto que codifica la ∆9-elongasa de Emiliania huxleyi CCMP1516. 
SEQ ID NO: 45 - Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la ∆9-elongasa de 
Emiliania huxleyi en plantas. 
SEQ ID NO: 46 - ∆9-elongasa de Emiliania huxleyi CCMP1516. 50 
SEQ ID NO: 47 - Marco de lectura abierto que codifica la ∆9-elongasa de Pavlova pinguis. 
SEQ ID NO: 48 - ∆9-elongasa de Pavlova pinguis. 
SEQ ID NO: 49 - Marco de lectura abierto que codifica la ∆9-elongasa de Pavlova salina. 
SEQ ID NO: 50 - ∆9-elongasa de Pavlova salina. 
SEQ ID NO: 51 - Marco de lectura abierto que codifica la ∆8-desaturasa de Pavlova salina. 55 
SEQ ID NO: 52 - ∆8-desaturasa de Pavlova salina. 
SEQ ID NO: 53 – supresor viral P19. 
SEQ ID NO: 54 – supresor viral V2. 
SEQ ID NO: 55 – supresor viral P38. 
SEQ ID NO: 56 – supresor viral Pe-P0. 60 
SEQ ID NO: 57 – supresor viral RPV-P0. 
SEQ ID NO: 58 - Marco de lectura abierto que codifica el supresor viral P19. 
SEQ ID NO: 59 - Marco de lectura abierto que codifica el supresor viral V2. 
SEQ ID NO: 60 - Marco de lectura abierto que codifica el supresor viral P38. 
SEQ ID NO: 61 - Marco de lectura abierto que codifica el supresor viral Pe-P0. 65 
SEQ ID NO: 62 - Marco de lectura abierto que codifica el supresor viral RPV-P0. 
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SEQ ID NO: 63 - LPAAT2 de Arabidopsis thaliana. 
SEQ ID NO: 64 - LPAAT de Limnanthes alba. 
SEQ ID NO: 65 – LPAAT de Saccharomyces cerevisiae. 
SEQ ID NO: 66 – LPAAT de Micromonas pusilla. 
SEQ ID NO: 67 – LPAAT de Mortierella alpina. 5 
SEQ ID NO: 68 – LPAAT de Brassica napus. 
SEQ ID NO: 69 – LPAAT de Brassica napus. 
SEQ ID NO: 70 - ω3 desaturasa de Phytophthora infestans. 
SEQ ID NO: 71 - ω3 desaturasa de Thalassiosira pseudonana. 
SEQ ID NO: 72 - ω3 desaturasa de Pythium irregulare. 10 

 
Descripción detallada de la invención 
 
Técnicas y definiciones generales 
 15 
Salvo que se indique específicamente lo contrario, todos los términos técnicos y científicos usados en el presente 
documento deben entenderse con el mismo significado que entendería comúnmente un experto en la técnica (por 
ejemplo, en cultivo celular, genética molecular, síntesis de ácidos grasos, plantas transgénicas, química de proteínas 
y bioquímica). 
 20 
A menos que se indique lo contrario, la proteína recombinante, cultivo celular y técnicas inmunológicas utilizadas en 
la presente invención son procedimientos convencionales, conocidos por los expertos en la técnica. Dichas técnicas 
se describen y explican en la bibliografía en fuentes tales como, J. Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning, 
John Wiley and Sons (1984), J. Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour 
Laboratory Press (1989), T.A. Brown (editor), Essential Molecular Biology: A Practical Approach, Volúmenes 1 y 2, 25 
IRL Press (1991), D.M. Glover y B.D. Hames (editores), DNA Cloning: A Practical Approach, Volúmenes 1-4, IRL 
Press (1995 y 1996), F.M. Ausubel et al. (editores), Current Protocols in Molecular Biology, Greene Pub. Associates 
y Wiley-Interscience (1988, incluyendo todas las actualizaciones hasta la fecha), Ed Harlow y David Lane (editores), 
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory, (1988), y J.E. Coligan et al. (editores), Current 
Protocols in Immunology, John Wiley & Sons (incluyendo todas las actualizaciones hasta la fecha). 30 
 
El término "y/o", por ejemplo, "X y/o Y" debe entenderse que significan ya sea "X e Y" o "X o Y" y deberá entenderse 
que proporcionan respaldo explícito para ambos significados o para cualquier significado. 
 
Como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente", a menos que se indique lo contrario, se 35 
refiere a +/- el 10 %, más preferentemente +/- el 5 %, más preferentemente +/- el 1 % del valor designado. 
 
A lo largo de la presente memoria descriptiva se entenderá la expresión "que comprende", o variaciones, tal como 
"comprende", implica la inclusión de un elemento, entero o paso, o grupo de elementos, enteros o pasos indicados, 
pero no la exclusión de cualquier otro elemento, entero o paso, o grupo de elementos, enteros o pasos. 40 
 
Definiciones seleccionadas 
 
Como se usa en el presente documento, las expresiones "lípido vegetal extraído" y "lípido vegetal aislado" se 
refieren a una composición de lípido que se ha extraído de, por ejemplo, mediante molido, una planta o parte de esta, 45 
tal como la semilla. El lípido extraído puede ser una composición relativamente en bruto obtenida mediante, por 
ejemplo, el molido de una semilla vegetal, o una composición más purificada donde se ha retirado la mayoría, o 
acaso la totalidad, de uno o más o cada uno de agua, ácidos nucleicos, proteínas y hidratos de carbono derivados 
del material vegetal. Los ejemplos de métodos de purificación se describen más adelante. En una realización, el 
lípido vegetal extraído o aislado comprende al menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 50 
70 %, al menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 90 %, o al menos aproximadamente el 
95 % (p/p) de lípido en peso de la composición. EL lípido puede ser líquido o sólido a temperatura ambiente, cuando 
está líquido se considera aceite. En una realización, el lípido extraído de la invención no se ha mezclado con otro 
lípido tal como DHA no producido mediante otra fuente (por ejemplo, DHA de aceite de pescado). En una realización, 
después de la extracción la relación de uno o más o todos de, ácido oleico con respecto a DHA, ácido palmítico con 55 
respecto a DHA, ácido linoleico con respecto a DHA, y total de ácidos grasos ω6: total de ácidos grasos ω3, no se 
ha alterado de manera significativa (por ejemplo, alteración no mayor que 10 % o 5 %) cuando se compara con la 
relación en la semilla o célula intacta. En otra realización, el lípido vegetal extraído no ha sido expuesto a un 
procedimiento, tal como hidrogenación o fraccionamiento, lo que puede alterar la relación de uno o más o todos de, 
ácido oleico con respecto a DHA, ácido palmítico con respecto a DHA, ácido linoleico con respecto a DHA, y total de 60 
ácidos grasos ω6: total de ácidos grasos ω3, cuando se compara con la relación en la semilla o célula intacta. 
Cuando el lípido vegetal extraído de la invención está comprendido en un aceite, el aceite puede comprender 
adicionalmente moléculas que no son ácidos grasos tal como esteroles. 
 
Como se usa en el presente documento, las expresiones "lípido vegetal extraído" y "lípido vegetal aislado" se 65 
refieren a una sustancia o composición que comprende el lípido vegetal extraído o lípido vegetal aislado y que es 
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líquida a temperatura ambiente. El aceite se obtiene de una planta o parte de esta, tal como una semilla. El aceite 
extraído o aislado puede ser una composición relativamente en bruto obtenida mediante, por ejemplo, el molido de 
una semilla vegetal, o una composición más purificada donde se ha retirado la mayoría, o acaso la totalidad, de uno 
o más o cada uno de agua, ácidos nucleicos, proteínas y hidratos de carbono derivados del material vegetal. La 
composición puede comprender otros componentes que pueden ser lípidos o no lípidos. En una realización, la 5 
composición de aceite comprende al menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 70 %, al 
menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 90 %, o al menos aproximadamente el 95 % (p/p) 
del lípido vegetal extraído. En una realización, el aceite extraído de la invención no se ha mezclado con otro aceite 
tal como DHA no producido mediante otra fuente (por ejemplo, DHA de aceite de pescado). En una realización, 
después de la extracción la relación de uno o más o todos de, ácido oleico con respecto a DHA, ácido palmítico con 10 
respecto a DHA, ácido linoleico con respecto a DHA, y total de ácidos grasos ω6: total de ácidos grasos ω3, no se 
ha alterado de manera significativa (por ejemplo, alteración no mayor que el 10 % o el 5 %) cuando se compara con 
la relación en la semilla o célula intacta. En otra realización, el aceite vegetal extraído no ha sido expuesto a un 
procedimiento, tal como hidrogenación o fraccionamiento, lo que puede alterar la relación de uno o más o todos de, 
ácido oleico con respecto a DHA, ácido palmítico con respecto a DHA, ácido linoleico con respecto a DHA, y total de 15 
ácidos grasos ω6: total de ácidos grasos ω3, cuando se compara con la relación en la semilla o célula intacta. El 
aceite vegetal extraído de la invención puede comprender moléculas que no son ácidos grasos tales como esteroles. 
 
Como se usa en el presente documento, un "aceite" es una composición que comprende predominantemente lípidos 
y que es líquida a temperatura ambiente. Por ejemplo, el aceite de la invención preferentemente comprende al 20 
menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 % o al menos el 90 % de lípido en peso. Normalmente, un aceite 
purificado comprende al menos el 90 % de triacilgliceroles (TAG) en peso del lípido en el aceite. Pueden estar 
presentes componentes menores de un aceite tales como diacilgliceroles (DAG), ácidos grasos libres (FFA), 
fosfolípidos y esteroles tal como se describe en el presente documento. 
 25 
Como se usa en el presente documento, la expresión "ácido graso" se refiere a un ácido carboxílico (o ácido 
orgánico), a menudo con una larga cola alifática, ya sea saturada o insaturada. Normalmente, los ácidos grasos 
tienen una cadena unidad de carbono-carbono de al menos 8 átomos de carbono de longitud, más preferentemente 
al menos 12 carbonos de longitud. La mayoría de los ácidos grasos de origen natural tienen un número par de 
átomos de carbono porque su biosíntesis implica al acetato que tiene dos átomos de carbono. Los ácidos grasos 30 
pueden estar en un estado libre (no esterificados) o en forma esterificada tal como parte de un triglicérido, 
diacilglicérido, monoacilglicérido, acil-CoA (tio-éster) unido u otra forma unida. El ácido graso se puede esterificar 
como un fosfolípido tal como una forma de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol, 
fosfatidilinositol o difosfatidilglicerol. 
 35 
Los "ácidos grasos saturados" no contienen ningún enlace doble u otro grupo funcional a lo largo de la cadena. El 
término "saturado" se refiere a hidrógeno, ya que todos los carbonos (aparte del grupo [-COOH] del ácido carboxílico) 
contienen tantos hidrógenos como sea posible. En otras palabras, el extremo omega (ω) contiene 3 hidrógenos 
(CH3-) y cada carbono dentro de la cadena contiene 2 hidrógenos (-CH2-). 
 40 
Los "ácidos grasos insaturados" tienen forma similar a los ácidos grasos saturados, excepto que existen uno o más 
grupos funcionales alqueno a lo largo de la cadena, donde cada alqueno sustituye a una parte de "-CH2-CH2-" de 
enlace simple con una parte "-CH=CH-" de enlace doble (es decir, un carbono unido mediante enlace doble a otro 
carbono). Los dos átomos de carbono siguientes en la cadena se unen a cualquiera de los lados del enlace doble 
pueden presentarse en una configuración cis o trans. 45 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "ácido graso monoinsaturado" se refiere a un ácido graso que 
comprende al menos 12 átomos de carbono en su cadena de carbono y solo un grupo alqueno (enlace doble 
carbono-carbono) en la cadena. Como se usa en el presente documento, las expresiones "ácido graso 
poliinsaturado" o "PUFA" se refiere a un ácido graso que comprende al menos 12 átomos de carbono en su cadena 50 
de carbono y al menos dos grupos alqueno (enlaces dobles carbono-carbono). 
 
Como se usa en el presente documento, las expresiones "ácido graso poliinsaturado de cadena larga" y "LC-PUFA" 
se refiere a un ácido graso que comprende al menos 20 átomos de carbono en su cadena de carbono y al menos 
dos enlaces dobles carbono-carbono y, por lo tanto, incluyen a los VLC-PUFA. Como se usa en el presente 55 
documento, las expresiones "ácido graso poliinsaturado de cadena muy larga" y "VLC-PUFA" se refiere a un ácido 
graso que comprende al menos 22 átomos de carbono en su cadena de carbono y al menos tres enlaces dobles 
carbono-carbono. Generalmente, el número de átomos de carbono en la cadena de carbono de ácidos grasos se 
refiere a una cadena de carbono no ramificada. Si la cadena de carbono es ramificada, el número de átomos de 
carbono excluye a aquellos en los grupos laterales. En una realización, el ácido graso poliinsaturado de cadena 60 
larga es un ácido graso ω3, es decir, que tiene una desaturación (enlace doble carbono-carbono) en el tercer enlace 
carbono-carbono del extremo metilo del ácido graso. En otra realización, el ácido graso poliinsaturado de cadena 
larga es un ácido graso ω6, es decir, que tiene una desaturación (enlace doble carbono-carbono) en el sexto enlace 
carbono-carbono del extremo metilo del ácido graso. En una realización adicional, el ácido graso poliinsaturado de 
cadena larga se selecciona entre el grupo que consiste en; ácido araquidónico (ARA, 20:4∆5,8,11,14; ω6), ácido 65 
eicosatetraenoico (ETA, 20:4∆8,11,14,17, ω3), ácido eicosapentaenoico (EPA, 20:5∆5,8,11,14,17; ω3), ácido 
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docosapentaenoico (DPA, 22:5∆7,10,13,16,19, ω3), o ácido docosahexaenoico (DHA, 22:6∆4,7,10,13,16,19, ω3). El 
LC-PUFA también puede ser ácido dihomo-γ-linoleico (DGLA) o ácido eicosatrienoico (ETrA, 20:3∆11,14,17, ω3). 
Será fácilmente evidente que el LC-PUFA que se produce de acuerdo con la invención puede ser una mezcla de 
cualquiera o todos los anteriores y puede incluir otros LC-PUFA o derivados de cualquiera de estos LC-PUFA. En 
una realización preferida, los ácidos grasos ω3 son al menos DHA, preferentemente, DPA y DHA, o EPA, DPA y 5 
DHA. 
 
Adicionalmente, tal como se usan en el presente documento las expresiones "ácido graso poliinsaturado de cadena 
larga" y "ácido graso poliinsaturado de cadena muy larga" hacen referencia al ácido graso en un estado libre (non 
esterificado) o en forma esterificada tal como parte de un triglicérido, diacilglicérido, monoacilglicérido, acil-CoA 10 
unido u otra forma unida. El ácido graso se puede esterificar como un fosfolípido tal como una forma de 
fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol, fosfatidilinositol o difosfatidilglicerol. Por 
tanto, el LC-PUFA puede estar presente como una mezcla de formas en el lípido de una célula o un aceite purificado 
o lípido extraído de células, tejidos u organismos. En realizaciones preferidas, la invención proporciona un aceite que 
comprende al menos el 75 % o al menos el 85 % de triacilgliceroles, con el restante presente como otras formas de 15 
lípido tales como los mencionados, donde al menos dichos triacilgliceroles comprenden el LC-PUFA. EL aceite se 
puede purificar o tratar posteriormente de manera adicional, por ejemplo, mediante hidrólisis con una base fuerte 
para liberar los ácidos grasos libres, o mediante destilación o similar. 
 
Como se usan en el presente documento, "total de ácidos grasos ω6", "contenido total de ácido graso ω6" o 20 
similares se refieren a la suma de todos los ácidos grasos ω6, esterificados y no esterificados, en el lípido, aceite, 
célula recombinante, parte de la planta o semilla extraídos, según lo determine el contexto, expresada como un 
porcentaje del contenido total de ácido graso. Estos ácidos grasos ω6 incluyen (de encontrarse presentes) LA, GLA, 
DGLA, ARA, EDA y ω6-DPA y excluyen cualquier ácido graso ω3 y ácido graso monoinsaturado. 
 25 
Como se usan en el presente documento, "ácidos grasos ω6 nuevos", "contenido de ácido graso ω6 nuevo" o 
similares se refieren a la suma de todos los ácidos grasos ω6 con exclusión de LA, esterificados y no esterificados, 
en el lípido, aceite, célula recombinante, parte de la planta o semilla extraídos, según lo determine el contexto, 
expresada como un porcentaje del contenido total de ácido graso. Estos nuevos ácidos grasos ω6 son los ácidos 
grasos que se producen en las células, plantas, partes de las plantas y semillas de la invención mediante la 30 
expresión de las construcciones genéticas (polinucleótidos exógenos) introducidas en las células, e incluyen (de 
encontrarse presentes) GLA, DGLA, ARA, EDA y ω6-DPA, pero excluyen LA y cualquier ácido graso ω3 y ácido 
graso monoinsaturado. Los ejemplos de contenidos totales de ácido graso ω6 y contenidos de ácido graso ω6 nuevo 
se determinan mediante la conversión a FAME de los ácidos grasos en una muestra y el análisis por CG, como se 
describe en el Ejemplo 1. 35 
 
Como se usan en el presente documento, "total de ácidos grasos ω3", "contenido total de ácido graso ω3" o 
similares se refieren a la suma de todos los ácidos grasos ω3, esterificados y no esterificados, en el lípido, aceite, 
célula recombinante, parte de la planta o semilla extraídos, según lo determine el contexto, expresada como un 
porcentaje del contenido total de ácido graso. Estos ácidos grasos ω3 incluyen (de encontrarse presentes) ALA, 40 
SDA, ETrA, ETA, EPA, DPA y DHA y excluyen cualquier ácido graso ω6 y ácido graso monoinsaturado. 
 
Como se usan en el presente documento, "ácidos grasos ω3 nuevos", "contenido de ácido graso ω3 nuevo" o 
similares se refieren a la suma de todos los ácidos grasos ω3 con exclusión de ALA, esterificados y no esterificados, 
en el lípido, aceite, célula recombinante, parte de la planta o semilla extraídos, según lo determine el contexto, 45 
expresada como un porcentaje del contenido total de ácido graso. Estos ácidos grasos ω3 nuevos son los ácidos 
grasos que se producen en las células, plantas, partes de las plantas y semillas de la invención mediante la 
expresión de las construcciones genéticas (polinucleótidos exógenos) introducidas en las células, e incluyen (de 
encontrarse presentes) SDA, ETrA, ETA, EPA, DPA y DHA, pero excluyen ALA y cualquier ácido graso ω6 y ácido 
graso monoinsaturado. Los ejemplos de contenidos totales de ácido graso ω3 y contenidos de ácido graso ω3 nuevo 50 
se determinan mediante la conversión a FAME de los ácidos grasos en una muestra y el análisis por CG, como se 
describe en el Ejemplo 1. 
 
Las proteínas desaturasa, elongasa y aciltransferasa y los genes que las codifican que pueden usarse en la 
invención son cualquiera de aquellos conocidos en la técnica u homólogos o derivados de estos. En la Tabla 1 se 55 
enumeran ejemplos de tamaños de tales genes y proteínas codificadas. Todas las enzimas desaturasas que se ha 
demostrado que participan en la biosíntesis de LC-PUFA pertenecen al grupo de las denominadas desaturasas "del 
extremo frontal". 
Como se usa en el presente documento, la expresión "desaturasa del extremo frontal" se refiere a una integrante de 
una clase de enzimas que introducen un enlace doble entre el grupo carboxilo y una parte insaturada preexistente 60 
de la cadena de acilo de lípidos, que se caracterizan estructuralmente por la presencia de un dominio de extremo N 
de citocromo b5, junto con un dominio de desaturasa de ácido graso típico que incluye tres cajas de histidina 
altamente conservadas (Napier et al., 1997). 
 
Se puede analizar la actividad de cualquiera de las elongasas o desaturasas para su uso en la invención mediante la 65 
expresión de un gen que codifica la enzima en una célula tal como, por ejemplo, una célula de levadura, una célula 
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vegetal o preferentemente en embriones somáticos o plantas transgénicas y la determinación de si la célula, el 
embrión o la planta posee una capacidad incrementada para producir LC-PUFA en comparación con una célula, un 
embrión o una planta comparables en los que la enzima no se expresa. 
 
En una realización, una o más de las desaturasas y/o elongasas para su uso en la invención pueden purificarse a 5 
partir de una microalga, es decir, son idénticas en cuanto a la secuencia de aminoácido con respecto a un 
polipéptido que puede purificarse a partir de una microalga. 
 
Mientras que determinadas enzimas son descritas específicamente como "bifuncionales" en el presente documento, 
la ausencia de dicho término no implica necesariamente que una enzima en particular no posea una actividad 10 
distinta a aquella definida específicamente. 
 
Desaturasas 
 
Como se usa en el presente documento, el término "desaturasa" se refiere a una enzima capaz de introducir un 15 
enlace doble carbono-carbono en un grupo acilo de un sustrato de ácido graso que normalmente se encuentra en 
forma esterificada, tal como ésteres de acil-CoA. El grupo acilo puede esterificarse para formar un fosfolípido, tal 
como fosfatidilcolina (PC, por sus siglas en inglés), o una proteína transportadora de acilo (ACP, por sus siglas en 
inglés) o, en una realización preferida, CoA. De acuerdo con lo anterior, las desaturasas pueden categorizarse 
generalmente en tres grupos. En una realización, la desaturasa es una desaturasa del extremo frontal. 20 
 
Como se usa en el presente documento, una "∆4-desaturasa" se refiere a una proteína que realiza una reacción 
desaturasa que introduce un enlace doble carbono-carbono en el 4.o enlace carbono-carbono desde el extremo 
carboxilo de un sustrato de ácido graso. La "∆4-desaturasa" es capaz por lo menos de convertir DPA en DHA. La 
etapa de desaturación para producir DHA a partir de DPA se cataliza mediante una ∆4-desaturasa en organismos no 25 
mamíferos, y un gen que codifica esta enzima se ha aislado de la especie protista de agua dulce Euglena gracilis y 
la especie marina Thraustochytrium sp. (Qui et al., 2001; Meyer et al., 2003). En una realización, la ∆4-desaturasa 
comprende aminoácidos que tienen una secuencia que se proporciona en la SEQ ID NO:41 o una Thraustochytrium 
sp. ∆4-desaturasa o un fragmento biológicamente activo de esta, o una secuencia de aminoácido que es idéntica al 
menos en un 80 % a la SEQ ID NO:41. 30 
 

Tabla 1.  Genes clonados que participan de la biosíntesis de LC-PUFA 
Enzima  Tipo  

de 
organismo 

Especie  N.º de 
muestreo 

Tamaño de la 
proteína 
(aminoácidos) 

Referencias  

∆4-
desaturasa 

Protista Euglena gracilis AY278558 541 Meyer et al., 2003 

 Algas Pavlova lutherii AY332747 445 Tonon et al., 2003 
  Isochrysis 

galbana 
AAV33631 433 Pereira et al., 2004b 

  Pavlova salina AAY15136 447 Zhou et al., 2007 
 Traustocitrid

o 
Thraustochytrium 
aureum 

AAN75707 
AAN75708 
AAN75709 
AAN75710 

515 N/A 

  Thraustochytrium 
sp. ATCC21685 

AAM09688 519 Qiu et al. 2001 

∆5-
desaturasa 

Mamífero Homo sapiens AF199596 444 Cho et al., 1999b 
Leonard et al., 
2000b 

 Nematodo Caenorhabditis 
elegans 

AF11440, 
NM_069350 

447 Michaelson et al., 
1998b; 
Watts and Browse, 
1999b 

 Hongos Mortierella alpina AF067654 446 Michaelson et al., 
1998a; 
Knutzon et al., 1998 

  Pythium irregulare AF419297 456 Hong et al., 2002a 
  Dictyostelium 

discoideum 
AB022097 467 Saito et al., 2000 

  Saprolegnia 
diclina 

 470 WO02081668 

 Diatomea Phaeodactylum 
tricornutum 

AY082392 469 Domergue et al., 
2002 
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 Algas Thraustochytrium 
sp 

AF489588 439 Qiu et al., 2001 

  Thraustochytrium 
aureum 

 439 WO02081668 

  Isochrysis 
galbana 

 442 WO02081668 

 Musgo Marchantia 
polymorpha 

AY583465 484 Kajikawa et al., 
2004 

∆6-
desaturasa 

Mamíferos Homo sapiens NM_013402 444 Cho et al., 1999a; 
Leonard et al., 2000 

  Mus musculus NM_019699 444 Cho et al., 1999a 
 Nematodo Caenorhabditis 

elegans 
Z70271 443 Napier et al., 1998 

 Plantas Borago officinalis U79010 448 Sayanova et al., 
1997 

  Echium AY055117 
AY055118 

 Garcia-Maroto et 
al., 2002 

  Primula vialii AY234127 453 Sayanova et al., 
2003 

  Anemone leveillei AF536525 446 Whitney et al., 2003 
 Musgos Ceratodon 

purpureus 
AJ250735 520 Sperling et al., 2000 

  Marchantia 
polymorpha 

AY583463 481 Kajikawa et al., 
2004 

  Physcomi-trella 
patens 

CAA11033 525 Girke et al., 1998 

 Hongos Mortierella alpina AF110510 
AB020032 

457 Huang et al., 1999; 
Sakura-dani et al., 
1999 

  Pythium irregulare AF419296 459 Hong et al., 2002a 
  Mucor 

circinelloides 
AB052086 467 NCBI (Centro 

Nacional para la 
Informa-ción Biotec-
nológi-ca)* 

  Rhizopus sp. AY320288 458 Zhang et al., 2004 
  Saprolegnia 

diclina 
 453 WO02081668 

 Diatomea Phaeodactylum 
tricornutum 

AY082393 477 Domergue et al., 
2002 

 Bacteria Synechocystis L11421 359 Reddy et al., 1993 
 Alga Thraustochytrium 

aureum 
 456 WO02081668 

∆5/∆6-
desaturasa 
bifuncional 

Pescado Danio rerio AF309556 444 Hastings et al., 
2001 

C20 ∆8-
desaturasa 

Alga Euglena gracilis AF139720 419 Wallis y Browse, 
1999 

 Planta Borago officinalis AAG43277 446 Sperling et al., 2001 
∆6-elongasa Nematodo Caenorhabditis 

elegans 
NM_069288 288 Beaudoin et al., 

2000 
 Musgos Physcomitrella 

patens 
AF428243 290 Zank et al., 2002 

  Marchantia 
polymorpha 

AY583464 290 Kajikawa et al., 
2004 

 Hongo Mortierella alpina AF206662 318 Parker-Barnes et 
al., 2000 

 Algas Pavlova lutheri**  501 WO 03078639 
  Thraustochytrium AX951565 271 WO 03093482 
  Thraustochytrium 

sp** 
AX214454 271 WO 0159128 

PUFA-
elongasa 

Mamíferos Homo sapiens AF231981 299 Leonard et al., 
2000b; 
Leonard et al., 2002 

  Rattus norvegicus AB071985 299 Inagaki et al., 2002 
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  Rattus 
norvegicus** 

AB071986 267 Inagaki et al., 2002 

  Mus musculus AF170907 279 Tvrdik et al., 2000 
  Mus musculus AF170908 292 Tvrdik et al., 2000 
 Peces Danio rerio AF532782 291 (282) Agaba et al., 2004 
  Danio rerio** NM_199532 266 Lo et al., 2003 
 Gusano Caenorhabditis 

elegans 
Z68749 309 Abbott et al., 1998 

Beaudoin et al., 
2000 

 Algas Thraustochytrium 
aureum** 

AX464802 272 WO 0208401-A2 

  Pavlova lutheri**  320 WO 03078639 
∆9-elongasa Algas Isochrysis 

galbana 
AF390174 263 Qi et al., 2002 

  Euglena gracilis  258 WO 08/128241 
∆5-elongasa Algas Ostreococcus 

tauri 
AAV67798 300 Meyer et al., 2004 

  Pyramimonas 
cordata 

 268 WO 2010/057246 

  Pavlova sp. 
CCMP459 

AAV33630 277 Pereira et al., 2004b 

  Pavlova salina AAY15135 302 Robert et al., 2009 
 Diatomea Thalassiosira 

pseudonana 
AAV67800 358 Meyer et al., 2004 

 Pez Oncorhynchus 
mykiss 

CAM55862 295 WO 06/008099 

 Musgo Marchantia 
polymorpha 

BAE71129 348 Kajikawa et al., 
2006 

* http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ** Función no probada/no demostrada 
 
Como se usa en el presente documento, una "∆5-desaturasa" se refiere a una proteína que realiza una reacción 
desaturasa que introduce un enlace doble carbono-carbono en el 5.o enlace carbono-carbono desde el extremo 
carboxilo de un sustrato de ácido graso. Se enumeran ejemplos de ∆5-desaturasas en Ruiz-López et al. (2012) y 
Petrie et al. (2010a) y en la Tabla 1 del presente documento. En una realización, la ∆5-desaturasa comprende 5 
aminoácidos que tienen una secuencia que se proporciona en la SEQ ID NO:30, un fragmento biológicamente activo 
de estos o una secuencia de aminoácido que es idéntica al menos en un 80 % a la SEQ ID NO:30. En otra 
realización, la ∆5-desaturasa comprende aminoácidos que tienen una secuencia que se proporciona en la SEQ ID 
NO:32, un fragmento biológicamente activo de estos o una secuencia de aminoácido que es idéntica al menos en un 
53 % a la SEQ ID NO:32. En otra realización, la ∆5-desaturasa proviene de Thraustochytrium sp o Emiliania huxleyi. 10 
 
Como se usa en el presente documento, una "∆6-desaturasa" se refiere a una proteína que realiza una reacción 
desaturasa que introduce un enlace doble carbono-carbono en el 6.o enlace carbono-carbono desde el extremo 
carboxilo de un sustrato de ácido graso. Se enumeran ejemplos de ∆6-desaturasas en Ruiz-López et al. (2012) y 
Petrie et al. (2010a) y en la Tabla 1 del presente documento. Las ∆6-desaturasas preferidas provienen de 15 
Micromonas pusilla, Pythium irregulare o Ostreococcus taurii. 
 
En una realización, la ∆6-desaturasa se caracteriza también por tener al menos dos, preferentemente las tres y 
preferentemente en una célula vegetal, de las siguientes: i) mayor actividad de ∆6-desaturasa en ácido α-linolénico 
(ALA, 18:3∆9,12,15, ω3) que ácido linoleico (LA, 18:2∆9,12, ω6) como sustrato de ácido graso; ii) mayor actividad 20 
de ∆6-desaturasa en ALA-CoA como sustrato de ácido graso que en ALA ligado a la posición sn-2 de PC como 
sustrato de ácido graso; y iii) actividad de ∆6-desaturasa en ETrA. Se proporcionan ejemplos de dichas ∆6-
desaturasas en la Tabla 2. 
 
En una realización, la desaturasa tiene mayor actividad en un sustrato de ω3 que el correspondiente sustrato de ω6 25 
y tiene actividad en ALA para producir ácido octadecatetraenoico (ácido estearidónico, SDA (por sus siglas en 
inglés), 18:4∆6,9,12, 15, ω3) con una eficacia de al menos el 30 %, más preferentemente de al menos el 40 % o 
más preferentemente de al menos el 50 % cuando se expresa a partir de un polinucleótido exógeno en una célula 
recombinante tal como una célula vegetal, o de al menos el 35 % cuando se expresa en una célula de levadura. En 
una realización, la ∆6-desaturasa tiene mayor actividad, por ejemplo, al menos una actividad de ∆6-desaturasa 30 
aproximadamente 2 veces mayor, en ALA que LA como sustrato de ácido graso. En otra realización, la ∆6-
desaturasa tiene mayor actividad, por ejemplo, al menos actividad de ∆6-desaturasa aproximadamente 5 veces 
mayor o al menos actividad 10 veces mayor, en ALA-CoA como sustrato de ácido graso que en ALA ligado a la 
posición sn-2 de PC como sustrato de ácido graso. En una realización adicional, la ∆6-desaturasa tiene actividad 
tanto en sustratos de ácido graso ALA-CoA como en ALA ligado a la posición sn-2 de PC. 35 
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Tabla 2.  Desaturasas que demostraron tener actividad en un sustrato de acil-CoA 

Enzima  Tipo de 
organismo 

Especie  N.º de 
muestreo 

Tamaño de la 
proteína 
(amino-
ácidos) 

Referen -cias  

∆6-
desaturasa 

Algas Mantoniella 
squamata 

CAQ30479 449 Hoffmann et al., 
2008 

  Ostreococcus 
tauri 

AAW70159 456 Domergue et 
al., 2005 

  Micromonas 
pusilla 

EEH58637  Petrie et al., 
2010a 
(SEQ ID NO: 
13) 

∆5-
desaturasa 

Alga Mantoniella 
squamata 

CAQ30478 482 Hoffmann et al., 
2008 

 
 

Planta Anemone leveillei N/A  Sayanova et 
al., 2007 

ω3-
desaturasa 

Hongo Pythium 
aphanidermatum 

FW362186.1 359 Xue et al., 
2012; 
WO2008/05456
5 

 Hongo 
(oomiceto) 

Phytophthora 
sojae 

FW362214.1 363 Xue et al., 
2012; 
WO2008/05456
5 

 Hongo 
(oomiceto) 

Phytophthora 
ramorum 

FW362213.1 361 Xue et al., 
2012; 
WO2008/05456
5 

 
En una realización, la ∆6-desaturasa no tiene actividad de ∆5-desaturasa detectable en ETA. En otra realización, la 
∆6-desaturasa comprende aminoácidos que tienen una secuencia que se proporciona en la SEQ ID NO:16, SEQ ID 
NO:19 o SEQ ID NO:20, un fragmento biológicamente activo de estos o una secuencia de aminoácido que es 5 
idéntica al menos en un 77 % a la SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:19 o SEQ ID NO:20 En otra realización, la ∆6-
desaturasa comprende aminoácidos que tienen una secuencia que se proporciona en la SEQ ID NO:19 o SEQ ID 
NO:20, un fragmento biológicamente activo de estos o una secuencia de aminoácido que es idéntica al menos en un 
67 % a una o ambas de la SEQ ID NO:19 o SEQ ID NO:20. La ∆6-desaturasa también puede tener actividad de ∆8-
desaturasa. 10 
 
Como se usa en el presente documento, una "∆8-desaturasa" se refiere a una proteína que realiza una reacción 
desaturasa que introduce un enlace doble carbono-carbono en el 8.o enlace carbono-carbono desde el extremo 
carboxilo de un sustrato de ácido graso. La ∆8-desaturasa es capaz por lo menos de convertir ETrA en ETA. Se 
enumeran ejemplos de ∆8-desaturasas en la Tabla 1. En una realización, la ∆8-desaturasa comprende aminoácidos 15 
que tienen una secuencia que se proporciona en la SEQ ID NO:52, un fragmento biológicamente activo de estos o 
una secuencia de aminoácido que es idéntica al menos en un 80 % a la SEQ ID NO:52. 
 
Como se usa en el presente documento, una "ω3-desaturasa" se refiere a una proteína que realiza una reacción 
desaturasa que introduce un enlace doble carbono-carbono en el 3.º enlace carbono-carbono desde el extremo 20 
metilo de un sustrato de ácido graso. Por tanto, una ω3-desaturasa puede convertir LA en ALA y GLA en SDA (todos 
ácidos grasos C18) o DGLA en ETA y/o ARA en EPA (ácidos grasos C20). Algunas ω3-desaturasas (grupo I) tienen 
actividad únicamente en sustratos C18, tales como ω3-desaturasas vegetales y cianobacterianas. Dichas ω3-
desaturasas también son ∆15-desaturasas. Otras ω3-desaturasas tienen actividad en sustratos C20 sin actividad 
(grupo II) o algo de actividad (grupo III) en sustratos C18. Dichas ω3-desaturasas también son ∆17-desaturasas. Las 25 
ω3-desaturasas preferidas pertenecen al tipo del grupo III que convierte LA en ALA, GLA en SDA, DGLA en ETA y 
ARA en EPA, tal como la ω3-desaturasa de Pichia pastoris (SEQ ID NO: 12). Los ejemplos de ω3-desaturasas 
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incluyen aquellos descritos por Pereira et al. (2004a) (ω3-desaturasa de Saprolegnia diclina, grupo II), Horiguchi et al. 
(1998), Berberich et al. (1998) y Spychalla et al. (1997) (ω3-desaturasa de C. elegans, grupo III). En una realización 
preferida, la ω3-desaturasa es una ω3-desaturasa fúngica. Como se usa en el presente documento, una "ω3-
desaturasa fúngica" se refiere a una ω3-desaturasa proveniente de una fuente fúngica, lo cual incluye los oomicetos, 
o una variante de esta cuya secuencia de aminoácido es idéntica al menos en un 95 % a la primera. Se han aislado 5 
genes que codifican numerosas ω3-desaturasas de fuentes fúngicas tales como, por ejemplo, Phytophthora 
infestans (Muestreo n.º CAJ30870, documento WO2005083053; SEQ ID NO: 70), Saprolegnia diclina (Muestreo n.º 
AAR20444, Pereira et al., 2004a y patente estadounidense n.º 7211656), Pythium irregulare (documento 
WO2008022963, Grupo II; SEQ ID NO: 72), Mortierella alpina (Sakuradani et al., 2005; Muestreo n.º BAD91495; 
documento WO2006019192), Thalassiosira pseudonana (Armbrust et al., 2004; Muestreo n.º XP_002291057; 10 
documento WO2005012316, SEQ ID NO: 71), Lachancea kluyveri (también conocida como Saccharomyces kluyveri; 
Oura et al., 2004; Muestreo n.º AB118663). Xue et al. (2012) describe ω3-desaturasas provenientes de los 
oomicetos Pythium aphanidermatum, Phytophthora sojae y Phytophthora ramorum, que fueron capaces de convertir 
eficazmente sustratos de ácido graso ω6 en los correspondientes ácidos grasos ω3, con preferencia por sustratos 
C20, es decir, tuvieron una actividad más fuerte de ∆17-desaturasa que de ∆15-desaturasa. Estas enzimas 15 
carecieron de actividad de ∆12-desaturasa, pero pudieron emplear ácidos grasos como sustratos tanto en acil-CoA 
como en la fracción de fosfolípidos. 
 
En una realización más preferida, la ω3-desaturasa fúngica es la ω3-desaturasa/∆15-desaturasa de Pichia pastoris, 
también conocida como Komagataella pastoris (Zhang et al., 2008; Muestreo n.º EF116884; SEQ ID NO: 12) o un 20 
polipéptido que es idéntico al menos en un 95 % a esta. 
 
En una realización, la ω3-desaturasa es capaz por lo menos de convertir uno de los siguientes: ARA en EPA, DGLA 
en ETA o GLA en SDA, o tanto ARA en EPA como DGLA en ETA, o tanto ARA en EPA como GLA en SDA, o las 
tres anteriores. 25 
 
En una realización, la ω3-desaturasa tiene actividad de ∆17-desaturasa en un ácido graso C20 que tiene al menos 
tres enlaces dobles carbono-carbono, preferentemente ARA. En otra realización, la ω3-desaturasa tiene actividad de 
∆15-desaturasa en un ácido graso C18 que tiene al menos tres enlaces dobles carbono-carbono, preferentemente 
GLA. Preferentemente se encuentran presentes ambas actividades. 30 
 
Como se usa en el presente documento, una "∆12-desaturasa" se refiere a una proteína que realiza una reacción 
desaturasa que introduce un enlace doble carbono-carbono en el 12.o enlace carbono-carbono desde el extremo 
carboxilo de un sustrato de ácido graso. Normalmente, las ∆12-desaturasas convierten o bien oleoil-fosfatidilcolina u 
oleoil-CoA en linoleoil-fosfatidilcolina (18:1-PC) o linoleoil-CoA (18:1-CoA), respectivamente. La subclase que usa el 35 
sustrato enlazado a PC se conoce como ∆12-desaturasa dependiente de fosfolípidos, la segunda subclase se 
conoce como ∆12-desaturasa dependiente de acil-CoA. Las ∆12-desaturasas vegetales y fúngicas generalmente 
pertenecen a la primera subclase, mientras que las ∆12-desaturasas animales, tal como las ∆12-desaturasas 
codificadas por genes clonados de insectos por Zhou et al. (2008), pertenecen a la segunda subclase. Muchas otras 
secuencias de ∆12-desaturasa pueden identificarse fácilmente a través de la búsqueda en bases de datos de 40 
secuencias. 
 
Como se usa en el presente documento, una "∆15-desaturasa" se refiere a una proteína que realiza una reacción 
desaturasa que introduce un enlace doble carbono-carbono en el 15.o enlace carbono-carbono desde el extremo 
carboxilo de un sustrato de ácido graso. Numerosos genes que codifican ∆15-desaturasas se han clonado de 45 
especies de plantes y hongos. Por ejemplo, en el documento US5952544 se describen ácidos nucleicos que 
codifican ∆15-desaturasas vegetales (FAD3). Estas enzimas comprenden motivos de aminoácido que eran 
característicos de ∆15-desaturasas vegetales. En el documento WO200114538 se describe un gen que codifica 
FAD3 de soja. Muchas otras secuencias de ∆15-desaturasa pueden identificarse fácilmente a través de la búsqueda 
en bases de datos de secuencias. 50 
 
Como se usa en el presente documento, una "∆17-desaturasa" se refiere a una proteína que realiza una reacción 
desaturasa que introduce un enlace doble carbono-carbono en el 17.o enlace carbono-carbono desde el extremo 
carboxilo de un sustrato de ácido graso. A una ∆17-desaturasa también se la considera una ω3-desaturasa si actúa 
en un sustrato C20 para introducir una desaturación en el enlace de ω3. 55 
 
En una realización preferida, la ∆12-desaturasa y/o ∆15-desaturasa es una ∆12-desaturasa fúngica o una ∆15-
desaturasa fúngica. Como se usa en el presente documento, una "∆12-desaturasa fúngica" o una "∆15-desaturasa 
fúngica" se refiere a una ∆12-desaturasa o ∆15-desaturasa proveniente de una fuente fúngica, lo cual incluye los 
oomicetos, o una variante de esta cuya secuencia de aminoácido es idéntica al menos en un 95 % a la primera. Se 60 
han aislado genes que codifican numerosas desaturasas de fuentes fúngicas. En el documento US 7211656 se 
describe una ∆12 desaturasa proveniente de Saprolegnia diclina. En el documento WO2009016202 se describen 
desaturasas fúngicas provenientes de Helobdella robusta, Laccaria bicolor, Lottia gigantea, Microcoleus 
chthonoplastes, Monosiga brevicollis, Mycosphaerella fijiensis, Mycospaerella graminicola, Naegleria gruben, Nectria 
haematococca, Nematostella vectensis, Phycomyces blakesleeanus, Trichoderma resii, Physcomitrella patens, 65 
Postia placenta, Selaginella moellendorffii y Microdochium nivale. En el documento WO2005/012316 se describe una 
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∆12-desaturasa proveniente de Thalassiosira pseudonana y otros hongos. En el documento WO2003/099216 se 
describen genes que codifican ∆12-desaturasas y ∆15-desaturasas fúngicas aisladas de Neurospora crassa, 
Aspergillus nidulans, Botrytis cinerea y Mortierella alpina. En el documento WO2007133425 se describen ∆15 
desaturasas fúngicas aisladas de: Saccharomyces kluyveri, Mortierella alpina, Aspergillus nidulans, Neurospora 
crassa, Fusarium graminearum, Fusarium moniliforme y Magnaporthe grisea. Una ∆12 desaturasa preferida proviene 5 
de Phytophthora sojae (Ruiz-López et al., 2012). 
 
Una subclase distintiva de ∆12-desaturasas fúngicas y de ∆15-desaturasas fúngicas son las ∆12/∆15-desaturasas 
fúngicas bifuncionales. Los genes que las codifican han sido clonados a partir de Fusarium monoliforme (Muestreo 
n.º DQ272516, Damude et al., 2006), Acanthamoeba castellanii (Muestreo n.º EF017656, Sayanova et al., 2006), 10 
Perkinsus marinus (documento WO2007042510), Claviceps purpurea (Muestreo n.º EF536898, Meesapyodsuk et al., 
2007) y Coprinus cinereus (Muestreo n.º AF269266, Zhang et al., 2007). 
 
En otra realización, la ω3-desaturasa tiene al menos algo de actividad, preferentemente una actividad mayor, en un 
sustrato de acil-CoA que un sustrato de acil-PC correspondiente. Como se usa en el presente documento, "sustrato 15 
de acil-PC correspondiente" se refiere al ácido graso esterificado en la posición sn-2 de fosfatidilcolina (PC) en 
donde el ácido graso es el mismo ácido graso que en el sustrato de acil-CoA. Por ejemplo, el sustrato de acil-CoA 
puede ser ARA-CoA y el sustrato de acil-PC correspondiente es ARA-PC en sn-2. En una realización, la actividad es 
al menos dos veces mayor. Preferentemente, la ω3-desaturasa tiene al menos algo de actividad tanto en el sustrato 
de acil-CoA como en su sustrato de acil-PC correspondiente, y tiene actividad tanto en el sustrato C18 como en el 20 
C20. Se conocen ejemplos de dichas ω3-desaturasas entre las desaturasas fúngicas clonadas enumeradas 
anteriormente. 
 
En una realización adicional, la ω3-desaturasa comprende aminoácidos que tienen una secuencia que se 
proporciona en la SEQ ID NO:12, un fragmento biológicamente activo de estos o una secuencia de aminoácido que 25 
es idéntica al menos en un 60 % a la SEQ ID NO:12, preferentemente idéntica al menos en un 90 % o al menos en 
un 95 % a la SEQ ID NO:12. 
 
En otra realización adicional más, una desaturasa para su uso en la presente invención tiene mayor actividad en un 
sustrato de acil-CoA que en un sustrato de acil-PC correspondiente. En otra realización, una desaturasa para su uso 30 
en la presente invención tiene mayor actividad en un sustrato de acil-PC que un sustrato de acil-CoA 
correspondiente, pero tiene algo de actividad en ambos sustratos. Como se ha esbozado anteriormente, un "sustrato 
de acil-PC correspondiente" se refiere al ácido graso esterificado en la posición sn-2 de fosfatidilcolina (PC) en 
donde el ácido graso es el mismo ácido graso que en el sustrato de acil-CoA. En una realización, la actividad es al 
menos dos veces mayor. En una realización, la desaturasa es una ∆5 o ∆6-desaturasa, o una ω3-desaturasa, de las 35 
cuales se proporcionan ejemplos no taxativos en la Tabla 2. Para analizar en qué sustrato actúa una desaturasa, a 
saber un sustrato de acil-CoA o de acil-PC, se pueden realizar ensayos en células de levadura tal como se describe 
en Domergue et al. (2003) y (2005). La capacidad del sustrato de acil-CoA para una desaturasa también puede 
deducirse cuando una elongasa, expresada en conjunto con la desaturasa, tiene una eficacia de conversión 
enzimática en células vegetales de al menos aproximadamente el 90 % en donde la elongasa cataliza la elongación 40 
del producto de la desaturasa. De este modo, la ∆5-desaturasa y las ∆4-desaturasas expresadas a partir de la 
construcción GA7 (Ejemplos 2 y 3) y variaciones de los mismos (Ejemplo 5) son capaces de desaturar sus 
respectivos sustratos de acil-CoA, ETA-CoA y DPA-CoA. 
 
Elongasas 45 
 
La evidencia bioquímica sugiere que la elongación del ácido graso consiste de 4 etapas: condensación, reducción, 
deshidratación y una segunda reducción. En el contexto de la presente invención, una "elongasa" se refiere a un 
polipéptido que cataliza la etapa de condensación en presencia de otros miembros del complejo de elongación, en 
condiciones fisiológicas adecuadas. Se ha demostrado que la expresión heteróloga u homóloga en una célula de 50 
únicamente el componente condensador ("elongasa") del complejo de proteína de elongación es necesaria para la 
elongación de la cadena de acilo respectiva. De este modo, la elongasa introducida es capaz de reclutar con éxito 
las actividades de reducción y deshidratación del hospedador transgénico para realizar elongaciones de acilo 
satisfactorias. Se considera que la especificidad de la reacción de elongación con respecto a la longitud de la 
cadena y al grado de desaturación de los sustratos de ácido graso reside en el componente condensador. Asimismo 55 
se considera que este componente limita la velocidad en la reacción de elongación. 
 
Como se usa en el presente documento, una "∆5-elongasa" es capaz por lo menos de convertir EPA en DPA. Los 
ejemplos de ∆5-elongasas incluyen los desvelados en el documento WO2005/103253. En una realización, la ∆5-
elongasa tiene actividad en EPA para producir DPA con una eficacia de al menos el 60 %, más preferentemente al 60 
menos el 65 %, más preferentemente al menos el 70 % o más preferentemente al menos el 80 % o el 90 %. En una 
realización adicional, la ∆5-elongasa comprende una secuencia de aminoácido que se proporciona en la SEQ ID 
NO:37, un fragmento biológicamente activo de esta o una secuencia de aminoácido que es idéntica al menos en un 
47 % a la SEQ ID NO:37. En una realización adicional, la ∆6-elongasa proviene de Ostreococcus taurii o 
Ostreococcus lucimarinus (documento US2010/088776). 65 
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Como se usa en el presente documento, una "∆6-elongasa" es capaz por lo menos de convertir SDA en ETA. Entre 
los ejemplos de ∆6-elongasas se encuentran aquellos descritos en la Tabla 1. En una realización, la elongasa 
comprende aminoácidos que tienen una secuencia que se proporciona en la SEQ ID NO:25, un fragmento 
biológicamente activo de estos (tal como el fragmento que se proporciona en la SEQ ID NO:26) o una secuencia de 
aminoácido que es idéntica al menos en un 55 % a la SEQ ID NO:25 y/o la SEQ ID NO:26. En una realización, la 5 
∆6-elongasa proviene de Physcomitrella patens (Zank et al., 2002; Muestreo n.º AF428243) o Thalassiosira 
pseudonana (Ruiz-López et al., 2012). 
 
Como se usa en el presente documento, una "∆9-elongasa" es capaz por lo menos de convertir ALA en ETrA. Entre 
los ejemplos de ∆9-elongasas se encuentran aquellos descritos en la Tabla 1. En una realización, la ∆9-elongasa 10 
comprende aminoácidos que tienen una secuencia que se proporciona en la SEQ ID NO:43, un fragmento 
biológicamente activo de estos o una secuencia de aminoácido que es idéntica al menos en un 80 % a la SEQ ID 
NO:43. En otra realización, la ∆9-elongasa comprende aminoácidos que tienen una secuencia que se proporciona 
en la SEQ ID NO:46, un fragmento biológicamente activo de estos o una secuencia de aminoácido que es idéntica al 
menos en un 81 % a la SEQ ID NO:46. En otra realización, la ∆9-elongasa comprende aminoácidos que tienen una 15 
secuencia que se proporciona en la SEQ ID NO:48, un fragmento biológicamente activo de estos o una secuencia 
de aminoácido que es idéntica al menos en un 50 % a la SEQ ID NO:48. En otra realización, la ∆9-elongasa 
comprende aminoácidos que tienen una secuencia que se proporciona en la SEQ ID NO:50, un fragmento 
biológicamente activo de estos o una secuencia de aminoácido que es idéntica al menos en un 50 % a la SEQ ID 
NO:50. En una realización adicional, la ∆9-elongasa tiene una mayor actividad en un sustrato ω6 que el sustrato ω3 20 
correspondiente, o al revés. 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "tiene mayor actividad en un sustrato ω6 que el sustrato ω3 
correspondiente" se refiere a la actividad relativa de la enzima en sustratos que difieren en cuanto a la acción de una 
ω3 desaturasa. Preferentemente, el sustrato ω6 es LA y el sustrato ω3 es ALA. 25 
 
Una elongasa con actividad de ∆6-elongasa y ∆9-elongasa es capaz por lo menos de (i) convertir SDA en ETA y (ii) 
convertir ALA en ETrA, y tiene más actividad de ∆6-elongasa que actividad de ∆9-elongasa. En una realización, la 
elongasa tiene una eficacia de conversión en SDA para producir ETA que es de al menos el 50 %, más 
preferentemente de al menos el 60 % y/o una eficacia de conversión en ALA para producir ETrA que es de al menos 30 
el 6 % o más preferentemente de al menos el 9 %. En otra realización, la elongasa tiene 6,5 veces más actividad de 
∆6-elongasa que actividad de ∆9-elongasa. En una realización adicional, la elongasa no tiene actividad detectable 
de ∆5-elongasa. 
 
Otras enzimas 35 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "1-acil-glicerol-3-fosfato aciltransferasa" (LPAAT), también 
denominada "ácido lisofosfatídico-aciltransferasa" o "acilCoA-lisofosfatidato-aciltransferasa", se refiere a una 
proteína que acila sn-1-acil-glicerol-3-fosfato (sn-1 G-3-P) en la posición sn-2 para formar ácido fosfatídico (PA, por 
sus siglas en inglés). De este modo, la expresión "actividad de 1-acil-glicerol-3-fosfato aciltransferasa" se refiere a la 40 
acilación de (sn-1 G-3-P) en la posición sn-2 para producir PA (EC 2,3.1,51). Se prefieren aquellas LPAAT que 
pueden utilizar un acil-CoA C22 poliinsaturado como sustrato para transferir el grupo acilo C22 poliinsaturado a la 
posición sn-2 de LPA, formando PA. Dichas LPAAT se ejemplifican en el Ejemplo 13 y pueden analizarse de la 
forma que se describe en este. En una realización, una LPAAT útil para la invención comprende aminoácidos que 
tienen una secuencia que se proporciona en cualquiera de las SEQ ID NO: 63 a 69, un fragmento biológicamente 45 
activo de éstos o una secuencia de aminoácido que es idéntica al menos en un 40 % a una o más de las SEQ ID NO: 
63 a 69. En una realización preferida, una LPAAT útil para la invención comprende aminoácidos que tienen una 
secuencia que se proporciona en cualquiera de las SEQ ID NO: 64, 65 y 67, un fragmento biológicamente activo de 
estos o una secuencia de aminoácido que es idéntica al menos en un 40 % a una o más de las SEQ ID NO: 64, 65 y 
67. 50 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "diacilglicerol aciltransferasa" (EC 2,3.1,20; DGAT) se refiere a 
una proteína que transfiere un grupo de acilo graso de acil-CoA a un sustrato de diacilglicerol para producir 
triacilglicerol. De este modo, la expresión "actividad de diacilglicerol aciltransferasa" se refiere a la transferencia de 
acil-CoA a diacilglicerol para producir triacilglicerol. Existen tres tipos conocidos de DGAT conocidos como DGAT1, 55 
DGAT2 y DGAT3, respectivamente. Los polipéptidos DGAT1 normalmente tienen 10 dominios transmembrana, los 
DGAT2 normalmente tienen 2 dominios transmembrana, mientras que DGAT3 es normalmente soluble. Entre los 
ejemplos de polipéptidos DGAT1 se encuentran polipéptidos codificados por genes DGAT1 de Aspergillus fumigatus 
(Muestreo n.º XP_755172), Arabidopsis thaliana (CAB44774), Ricinus communis (AAR11479), Vernicia fordii 
(ABC94472), Vernonia galamensis (ABV21945, ABV21946), Euonymus alatus (AAV31083), Caenorhabditis elegans 60 
(AAF82410), Rattus norvegicus (NP_445889), Homo sapiens (NP_036211), así como variantes y/o mutantes de 
estos. Entre los ejemplos de polipéptidos DGAT2 se encuentran polipéptidos codificados por genes DGAT2 de 
Arabidopsis thaliana (Muestreo n.º NP_566952), Ricinus communis (AAY16324), Vernicia fordii (ABC94474), 
Mortierella ramanniana (AAK84179), Homo sapiens (Q96PD7, Q58HT5), Bos taurus (Q70VD8), Mus musculus 
(AAK84175), Micromonas CCMP1545, así como variantes y/o mutantes de estos. Entre los ejemplos de polipéptidos 65 
DGAT3 se encuentran polipéptidos codificados por genes DGAT3 de cacahuete (Arachis hypogaea, Saha, et al., 
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2006), así como variantes y/o mutantes de estos. 
 
Polipéptidos/Péptidos 
 
El término "recombinante" en el contexto de un polipéptido se refiere al polipéptido producido por una célula, o en un 5 
sistema de expresión carente de células, en una cantidad alterada o a un nivel alterado, en comparación con su 
estado nativo, si es producido de manera natural. En una realización, la célula es una célula que no produce el 
polipéptido de manera natural. Sin embargo, la célula puede ser una célula que comprende un gen no endógeno que 
provoca que se produzca una cantidad alterada del polipéptido. Un polipéptido recombinante para su uso en la 
invención incluye polipéptidos en la célula, tejido, órgano u organismo, o sistema de expresión carente de células, en 10 
que es producido, es decir, un polipéptido que no ha sido purificado o separado de otros componentes de la célula 
(recombinante) transgénica en la que es producido, y los polipéptidos producidos en dichas células o sistemas 
carentes de células que posteriormente son purificados lejos de al menos algunos otros componentes. 
 
Los términos "polipéptido" y "proteína" generalmente se emplean de manera intercambiable. 15 
 
Un polipéptido o clase de polipéptidos puede definirse por el nivel de identidad (% de identidad) de su secuencia de 
aminoácido con respecto a una secuencia de aminoácido de referencia, o por tener un % de identidad mayor con 
respecto a una secuencia de aminoácido de referencia que con respecto a otra. Normalmente, el % de identidad de 
un polipéptido con respecto a una secuencia de aminoácido de referencia se determina mediante análisis de GAP 20 
(Needleman y Wunsch, 1970; programa GCG) con parámetros de una penalización de creación de huecos = 5 y una 
penalización de extensión de huecos = 0,3. La secuencia problema tiene una longitud de al menos 15 aminoácidos y 
el análisis de GAP alinea las dos secuencias en una región de al menos 15 aminoácidos. Más preferentemente, la 
secuencia problema tiene una longitud de al menos 50 aminoácidos y el análisis de GAP alinea las dos secuencias 
en una región de al menos 50 aminoácidos. Más preferentemente, la secuencia problema tiene una longitud de al 25 
menos 100 aminoácidos y el análisis de GAP alinea las dos secuencias en una región de al menos 100 aminoácidos. 
Incluso más preferentemente, la secuencia problema tiene una longitud de al menos 250 aminoácidos y el análisis 
de GAP alinea las dos secuencias en una región de al menos 250 aminoácidos. Aun más preferentemente, el 
análisis de GAP alinea dos secuencias en la totalidad de su longitud. El polipéptido o la clase de polipéptidos pueden 
tener la misma actividad enzimática o diferente actividad enzimática que el polipéptido de referencia o carecer de 30 
dicha actividad. Preferentemente, el polipéptido tiene una actividad enzimática de al menos el 10 %, al menos el 
50 %, al menos el 75 % o al menos el 90 % de la actividad del polipéptido de referencia. 
 
Como se usa en el presente documento, un fragmento "biológicamente activo" es una porción de un polipéptido 
definido en el presente documento que mantiene una actividad definida de un polipéptido de referencia de longitud 35 
completa, tal como actividad de desaturasa y/o de elongasa o actividad de otra enzima. Los fragmentos 
biológicamente activos, tal como se emplean en el presente documento, excluyen al polipéptido de longitud completa. 
Los fragmentos biológicamente activos pueden ser una porción de cualquier tamaño a condición de que mantengan 
la actividad definida. Preferentemente, el fragmento biológicamente activo mantiene al menos el 10 %, al menos el 
50 %, al menos el 75 % o al menos el 90 % de la actividad de la proteína en su longitud completa. 40 
 
Con respecto a un polipéptido o enzima definida, se apreciará que cifras de % de identidad mayores a las que se 
proporcionan en el presente documento constituirán realizaciones preferidas. De este modo, según corresponda, en 
vista de las cifras mínimas de % de identidad, se prefiere que el polipéptido/la enzima comprenda una secuencia de 
aminoácido que sea idéntica al menos en un 60 %, más preferentemente al menos en un 65 %, más 45 
preferentemente al menos en un 70 %, más preferentemente al menos en un 75 %, más preferentemente al menos 
en un 76 %, más preferentemente al menos en un 80 %, más preferentemente al menos en un 85 %, más 
preferentemente al menos en un 90 %, más preferentemente al menos en un 91 %, más preferentemente al menos 
en un 92 %, más preferentemente al menos en un 93 %, más preferentemente al menos en un 94 %, más 
preferentemente al menos en un 95 %, más preferentemente al menos en un 96 %, más preferentemente al menos 50 
en un 97 %, más preferentemente al menos en un 98 %, más preferentemente al menos en un 99 %, más 
preferentemente al menos en un 99,1 %, más preferentemente al menos en un 99,2 %, más preferentemente al 
menos en un 99,3 %, más preferentemente al menos en un 99,4 %, más preferentemente al menos en un 99,5 %, 
más preferentemente al menos en un 99,6 %, más preferentemente al menos en un 99,7 %, más preferentemente al 
menos en un 99,8 %, e incluso más preferentemente al menos en un 99,9 % a la SEQ ID NO. nominada pertinente. 55 
 
Se pueden preparar variantes/mutantes de secuencias de aminoácidos de los polipéptidos definidos en el presente 
documento mediante la introducción de cambios de nucleótidos apropiados en un ácido nucleico definido en el 
presente documento, o mediante la síntesis in vitro del polipéptido deseado. Dichas variantes/mutantes incluyen, por 
ejemplo, eliminaciones, inserciones o sustituciones de residuos dentro de la secuencia de aminoácido. Se puede 60 
realizar una combinación de eliminaciones, inserciones y sustituciones para alcanzar la construcción final, a 
condición de que el producto péptido final posea la actividad enzimática deseada. 
 
Los péptidos mutantes (alterados) pueden prepararse usando cualquier técnica conocida en la técnica. Por ejemplo, 
un polinucleótido definido en el presente documento puede someterse a una mutagénesis in vitro o a técnicas de 65 
barajado de ADN como lo describe de manera amplia Harayama (1998). Los productos derivados de ADN 
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mutado/alterado pueden analizarse fácilmente mediante el uso de técnicas descritas en el presente documento para 
determinar si poseen, por ejemplo, actividad de desaturasa o de elongasa. 
 
A la hora de diseñar mutantes de secuencias de aminoácidos, la ubicación del sitio de mutación y la naturaleza de la 
mutación dependerán de la o las característica o características que se van a modificar. Los sitios para la mutación 5 
pueden modificarse de forma individual o en serie, por ejemplo, mediante (1) la sustitución en primera instancia con 
selecciones conservadoras de aminoácido y en segunda instancia con selecciones más radicales dependiendo de 
los resultados alcanzados, (2) la eliminación del residuo objetivo o (3) la inserción de otros residuos adyacentes al 
sitio localizado. 
 10 
Las eliminaciones de secuencias de aminoácidos oscilan generalmente entre aproximadamente 1 y 15 residuos, 
más preferentemente entre aproximadamente 1 y 10 residuos y normalmente entre aproximadamente 1 y 5 residuos 
contiguos. 
 
En los mutantes de sustitución se elimina al menos un residuo de aminoácido en la molécula de polipéptido y se 15 
inserta un residuo diferente en su lugar. Los sitios de mayor interés para la mutagénesis sustitutiva incluyen sitios 
que no se conservan entre desaturasas o elongasas de origen natural. Preferentemente, estos sitios son sustituidos 
de manera relativamente conservadora para mantener la actividad de la enzima. Dichas sustituciones conservadoras 
se muestran en la Tabla 3 debajo del título "sustituciones ilustrativas". 
 20 
En una realización preferida, un polipéptido mutante/variante tiene únicamente, o no más de, uno o dos o tres o 
cuatro cambios conservadores de aminoácidos en comparación con un polipéptido de origen natural. En la Tabla 3 
se proporcionan detalles de los cambios conservadores de aminoácidos. Como se dará cuenta el experto, dichos 
cambios menores pueden predecirse de forma razonable para no alterar la actividad del polipéptido cuando se 
expresa en una célula recombinante. 25 
 
Los polipéptidos pueden producirse de diversas maneras, incluida la producción y la recuperación de polipéptidos 
naturales o polipéptidos recombinantes de acuerdo con los métodos conocidos en la técnica. En una realización, se 
produce un polipéptido recombinante mediante el cultivo de una célula capaz de expresar el polipéptido en 
condiciones eficaces para la producción del polipéptido, tal como una célula hospedadora definida en el presente 30 
documento. Una célula más preferida para producir el polipéptido es una célula presente en una planta, 
especialmente una célula presente en una semilla dentro de una planta. 
 
Polinucleótidos 
 35 
La solicitud también describe y/o la invención usa polinucleótidos que pueden ser, por ejemplo, un gen, un 
polinucleótido aislado, una construcción genética quimérica tal como una molécula ADN-T o un ADN quimérico. 
Puede ser ADN o ARN de origen genómico o sintético, de cadena doble o simple, y combinado con hidratos de 
carbono, lípidos, proteínas u otros materiales para realizar una actividad en particular definida en el presente 
documento. El término "polinucleótido" se usa en el presente documento de manera intercambiable con la expresión 40 
"molécula de ácido nucleico". "Polinucleótido aislado" significa un polinucleótido que, si se obtiene a partir de una 
fuente natural, ha sido separado de las secuencias de polinucleótidos con las que estaba asociado o a las que 
estaba enlazado en su estado nativo, o un polinucleótido de origen no natural. Preferentemente, el polinucleótido 
aislado se encuentra libre en al menos un 60 %, más preferentemente libre en al menos un 75 % y más 
preferentemente libre en al menos un 90 % de otros componentes con los que se encuentra asociado de manera 45 
natural. 
 

Tabla 3.  Sustituciones ilustrativas. 
Residuo  original  Sustituciones  ilustrativas  
Ala (A) val; leu; ile; gly 
Arg (R) lys 
Asn (N) gln; his 
Asp (D) glu 
Cys (C) ser 
Gln (Q) asn; his 
Glu (E) asp 
Gly (G) pro, ala 
His (H) asn; gln 
Ile (I) leu; val; ala 
Leu (L) ile; val; met; ala; phe 
Lys (K) arg 
Met (M) leu; phe 
Phe (F) leu; val; ala 
Pro (P) gly 
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Ser (S) thr 
Thr (T) Ser 
Trp (W) Tyr 
Tyr (Y) trp; phe 
Val (V) ile; leu; met; phe, ala 

 
En un aspecto, un polinucleótido para su uso en la invención es de origen no natural. Los ejemplos de 
polinucleótidos de origen no natural incluyen, pero sin limitación, aquellos que han sido mutados (por ejemplo, 
usando los métodos descritos en el presente documento) y polinucleótidos en los que un marco de lectura abierto 
que codifica una proteína se enlaza operativamente a un promotor al cual no se encuentra asociado de manera 5 
natural (como en las construcciones que se describen en el presente documento). 
 
Como se usa en el presente documento, el término "gen" debe tomarse en su sentido más amplio e incluye las 
secuencias de desoxirribonucleótidos que comprenden la región transcrita y, si se traduce, la región codificante de la 
proteína de un gen estructural e incluye secuencias ubicadas en forma adyacente a la región codificante tanto en el 10 
extremo 5' como en el 3' a lo largo de una distancia de al menos 2 kb hacia cada extremo y que participan de la 
expresión del gen. En este sentido, el gen incluye señales de control tales como promotores, potenciadores, señales 
de terminación y/o poliadenilación que se encuentran asociadas de manera natural a un gen determinado, o señales 
heterólogas de control, en cuyo caso se refiere al gen como "gen quimérico". Se refiere a las secuencias que se 
ubican en 5' de la región codificante de la proteína y se encuentran presentes en el ARNm como secuencias 5’ no 15 
traducidas. Se refiere a las secuencias que se ubican en 3' o en la parte posterior de la región codificante de la 
proteína y se encuentran presentes en el ARNm como secuencias 3' no traducidas. El término "gen" abarca tanto al 
ADNc como a las formas genómicas de un gen. Una forma genómica o un clon de un gen contiene la región 
codificante que puede encontrarse interrumpida con secuencias no codificantes denominadas "intrones" o "regiones 
intermedias" o "secuencias intermedias". Los intrones son segmentos de un gen que se transcriben en el ARN 20 
nuclear (ARNhn). Los intrones pueden contener elementos reguladores tales como potenciadores. Los intrones se 
eliminan o se "desempalman" de la transcripción nuclear o primaria; por lo tanto, los intrones se encuentran 
ausentes de la transcripción de ARN mensajero (ARNm). El ARNm funciona durante la traducción para especificar la 
secuencia o el orden de los aminoácidos en un polipéptido naciente. El término "gen" incluye una molécula sintética 
o de fusión que codifica la totalidad o parte de las proteínas para su uso en la invención descritas en el presente 25 
documento y una secuencia de nucleótidos que complementa a cualquiera de los anteriores. 
 
Como se usa en el presente documento, un "ADN quimérico" o "construcción genética quimérica" se refiere a 
cualquier molécula de ADN que no sea una molécula de ADN nativa en su ubicación nativa, también denominada en 
el presente documento como "construcción de ADN". Normalmente, un ADN quimérico o gen quimérico comprende 30 
secuencias reguladoras y transcritas o codificantes de proteínas que no se encuentran enlazadas operativamente en 
forma colectiva en la naturaleza, es decir, que son heterólogas entre sí. En consecuencia, un ADN quimérico o gen 
quimérico puede comprender secuencias reguladoras y secuencias codificantes derivadas de diferentes fuentes o 
secuencias reguladoras y secuencias codificantes derivadas de la misma fuente, pero organizadas de manera 
diferente a la que se encuentran de forma natural. 35 
 
El término "endógeno" se usa en el presente documento para hacer referencia a una sustancia que normalmente se 
encuentra presente o se produce, por ejemplo, en una planta no modificada en la misma etapa del desarrollo que la 
planta en investigación. Un "gen endógeno" se refiere a un gen nativo en su ubicación natural dentro del genoma de 
un organismo. Como se usa en el presente documento, "molécula de ácido nucleico recombinante", "polinucleótido 40 
recombinante" o variaciones de los mismos se refieren a una molécula de ácido nucleico que ha sido construida o 
modificada mediante tecnología de ADN recombinante. Las expresiones "polinucleótido extraño" o "polinucleótido 
exógeno" o "polinucleótido heterólogo" y similares se refieren a cualquier ácido nucleico que se introduce en el 
genoma de una célula mediante manipulaciones experimentales. Los genes extraños o exógenos pueden ser genes 
que se insertan en un organismo no nativo, genes nativos introducidos en una nueva ubicación dentro del 45 
hospedador nativo o genes quiméricos. Un "transgén" es un gen que se ha introducido en el genoma mediante un 
procedimiento de transformación. Las expresiones "genéticamente modificado", "transgénico" y variaciones de los 
mismos incluyen la introducción de genes en células mediante transformación o transducción, la mutación de genes 
en el interior de las células y la alteración o modulación de la regulación de un gen en el interior de una célula u 
organismos en los que se han realizado estas acciones o en cuya progenie se han realizado estas acciones. Como 50 
se usa en el presente documento, una "región genómica" se refiere a una posición dentro del genoma donde se ha 
insertado un transgén o grupo de transgenes (al que también se hace referencia en el presente documento como 
conglomerado) en una célula, o un ancestro de la misma. Dichas regiones únicamente comprenden nucleótidos que 
se han incorporado mediante la intervención del hombre, por ejemplo mediante los métodos descritos en el presente 
documento. 55 
 
El término "exógeno" en el contexto de un polinucleótido se refiere al polinucleótido cuando este se encuentra 
presente en una célula en una cantidad alterada en comparación con su estado nativo. En una realización, la célula 
es una célula que no comprende el polinucleótido de manera natural. Sin embargo, la célula puede ser una célula 
que comprende un polinucleótido no endógeno que provoca que se produzca una cantidad alterada del polipéptido 60 
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codificado. Un polinucleótido exógeno de la invención incluye polinucleótidos que no han sido separados de otros 
componentes de la célula (recombinante) transgénica o sistema de expresión carente de células en que se 
encuentran presentes, así como polinucleótidos producidos en dichas células o sistemas carentes de células que 
posteriormente se purifican lejos de al menos algunos otros componentes. El polinucleótido exógeno (ácido nucleico) 
puede ser un tramo contiguo de nucleótidos que existen en la naturaleza o comprenden dos o más tramos contiguos 5 
de nucleótidos provenientes de distintas fuentes (de origen natural y/o sintéticos) ligados para formar un único 
polinucleótido. Normalmente, dichos polinucleótidos quiméricos comprenden al menos un marco de lectura abierto 
que codifica un polipéptido para su uso en la invención enlazado operativamente a un promotor adecuado de 
transcripción conducente del marco de lectura abierto en una célula de interés. 
 10 
Como se usa en el presente documento, la expresión "diferentes polinucleótidos exógenos" o variaciones de los 
mismos significan que la secuencia de nucleótidos de cada polinucleótido son diferentes por lo menos en uno, 
preferentemente en más, nucleótidos. Los polinucleótidos codifican ARN que pueden o no traducirse a una proteína 
en el interior de la célula. En un ejemplo, se prefiere que cada polinucleótido codifique una proteína con una 
actividad diferente. En otro ejemplo, cada polinucleótido exógeno es idéntico en menos de un 95 %, menos de un 15 
90 % o menos de un 80 % a los demás polinucleótidos exógenos. Preferentemente, los polinucleótidos exógenos 
codifican proteínas/enzimas funcionales. Además, se prefiere que los diferentes polinucleótidos exógenos no se 
encuentren superpuestos en cuanto a que cada polinucleótido sea una región distinta, por ejemplo, del ácido 
nucleico de transferencia extracromosómica que no se superpone con otro polinucleótido exógeno. Como mínimo, 
cada polinucleótido exógeno tiene un sitio de inicio y de final de la transcripción, así como el promotor designado. Un 20 
polinucleótido exógeno individual puede o no comprender intrones. 
 
Con respecto a los polinucleótidos definidos, se apreciará que cifras de % de identidad mayores a las 
proporcionadas anteriormente constituirán realizaciones preferidas. De este modo, según corresponda, en vista de 
las cifras mínimas de % de identidad, se prefiere que el polinucleótido comprenda una secuencia de polinucleótido 25 
que sea idéntica al menos en un 60 %, más preferentemente al menos en un 65 %, más preferentemente al menos 
en un 70 %, más preferentemente al menos en un 75 %, más preferentemente al menos en un 80 %, más 
preferentemente al menos en un 85 %, más preferentemente al menos en un 90 %, más preferentemente al menos 
en un 91 %, más preferentemente al menos en un 92 %, más preferentemente al menos en un 93 %, más 
preferentemente al menos en un 94 %, más preferentemente al menos en un 95 %, más preferentemente al menos 30 
en un 96 %, más preferentemente al menos en un 97 %, más preferentemente al menos en un 98 %, más 
preferentemente al menos en un 99 %, más preferentemente al menos en un 99,1 %, más preferentemente al 
menos en un 99,2 %, más preferentemente al menos en un 99,3 %, más preferentemente al menos en un 99,4 %, 
más preferentemente al menos en un 99,5 %, más preferentemente al menos en un 99,6 %, más preferentemente al 
menos en un 99,7 %, más preferentemente al menos en un 99,8 %, más preferentemente al menos en un 99,9 % a 35 
la SEQ ID NO. nominada pertinente. 
 
Un polinucleótido para su uso en la presente invención puede hibridar de forma selectiva, en condiciones rigurosas, 
para alcanzar un polinucleótido que codifica un polipéptido de la presente invención. Como se usa en el presente 
documento "condiciones rigurosas" son aquellas que (1) durante la hibridación emplean un agente desnaturalizante 40 
tal como formamida, por ejemplo, formamida al 50 % (v/v) con albúmina de suero bovino al 0,1 % (p/v), Ficoll al 
0,1 %, polivinilpirrolidona al 0,1 %, tampón de fosfato de sodio 50 mM con un pH de 6,5 con NaCl 750 mM, citrato de 
sodio 75 mM a 42 ºC; o (2) emplean formamida al 50 %, 5 x SSC (NaCl 0,75 M, citrato de sodio 0,075 M), fosfato de 
sodio 50 mM (pH 6,8), pirofosfato de sodio al 0,1 %, 5 x solución de Denhardt, ADN de esperma de salmón sometido 
a ultrasonidos (50 g/ml), SDS al 0,1 % y sulfato de dextrano al 10 % a 42 ºC en 0,2 x SSC y SDS al 0,1 % y/o (3) 45 
emplean una fuerza iónica baja y una temperatura elevada para el lavado, por ejemplo, NaCl 0,015 M/citrato de 
sodio 0,0015 M/SDS al 0,1 % a 50 ºC. 
 
Los polinucleótidos para su uso en la invención pueden poseer, en comparación con moléculas de origen natural, 
una o más mutaciones, que sean eliminaciones, inserciones o sustituciones de residuos de nucleótidos. Los 50 
polinucleótidos que tienen mutaciones relativas a la secuencia de referencia pueden o bien ser de origen natural (es 
decir, aislados de una fuente natural) o sintéticos (por ejemplo, mediante la realización de mutagénesis dirigida al 
sitio o barajado de ADN en el ácido nucleico como se describió anteriormente). De este modo, es evidente que los 
polinucleótidos para su uso en la invención pueden o bien provenir de fuentes de origen natural o ser recombinantes. 
Los polinucleótidos preferidos son aquellos que tienen regiones codificantes que tienen codones optimizados para la 55 
traducción en células vegetales, como se sabe en la técnica. 
 
Vectores recombinantes 
 
Un aspecto de la presente solicitud incluye un vector recombinante, el cual comprende al menos una molécula de 60 
polinucleótidos definida en el presente documento, insertada en cualquier vector capaz de llevar la molécula de 
polinucleótidos a una célula hospedadora. Los vectores recombinantes incluyen vectores de expresión. Los vectores 
recombinantes contienen secuencias de polinucleótidos heterólogas, esto es, secuencias de polinucleótidos que no 
se encuentran de manera natural adyacentes a las moléculas de polinucleótidos definidas en el presente documento 
que preferentemente derivan de una especie distinta a la especie de la cual deriva la o las moléculas de 65 
polinucleótidos. El vector puede ser ARN o ADN y normalmente es un plásmido. Normalmente, los vectores 
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plásmidos incluyen secuencias de ácido nucleico adicionales que permiten la fácil selección, amplificación y 
transformación del casete de expresión en células procariotas, por ejemplo, vectores derivados de pUC, vectores 
derivados de pSK, vectores derivados de pGEM, vectores derivados de pSP, vectores derivados de pBS o 
preferentemente vectores binarios que contienen una o más regiones de ADN-T. Secuencias de ácido nucleico 
adicionales incluyen orígenes de replicación que permiten la replicación autónoma del vector, genes marcadores 5 
seleccionables, que preferentemente codifican resistencia a antibióticos o a herbicidas, sitios únicos de clonación 
múltiple que permiten que múltiples sitios inserten secuencias de ácido nucleico o genes codificados en la 
construcción de ácido nucleico y secuencias que potencian la transformación de células (especialmente vegetales) 
procariotas y eucariotas. El vector recombinante puede comprender más de un polinucleótido definido en el presente 
documento, por ejemplo tres, cuatro, cinco o seis polinucleótidos definidos en el presente documento en 10 
combinación, preferentemente una construcción genética quimérica como se describe en el presente documento, 
encontrándose cada polinucleótido enlazado operativamente a las secuencias de control de la expresión que son 
operables en la célula de interés. Más de un polinucleótido definido en el presente documento, por ejemplo 3, 4, 5 o 
6 polinucleótidos, preferentemente se ligan covalentemente en conjunto a un vector recombinante simple, 
preferentemente dentro de una molécula de ADN-T simple, que entonces puede introducirse como una molécula 15 
simple en una célula para formar una célula recombinante de acuerdo con la invención y preferentemente se 
integran dentro del genoma de la célula recombinante, por ejemplo en una planta transgénica. De esta manera, los 
polinucleótidos que así se ligan serán heredados en su conjunto como un locus genético simple en la progenie de la 
célula o planta recombinante. El vector o la planta recombinante puede comprender dos o más de dichos vectores 
recombinantes, cada uno de los cuales contiene múltiples polinucleótidos, por ejemplo en donde cada vector 20 
recombinante comprende 3, 4, 5 o 6 polinucleótidos. 
 
Como se usa en el presente documento, "enlazado operativamente" se refiere a una relación funcional entre dos o 
más segmentos de ácido nucleico (por ejemplo, ADN). Normalmente, se refiere a la relación funcional del elemento 
regulador de transcripción (promotor) con respecto a una secuencia transcrita. Por ejemplo, un promotor se 25 
encuentra enlazado operativamente a una secuencia codificante, tal como un polinucleótido definido en el presente 
documento, si estimula o modula la transcripción de la secuencia codificante en una célula apropiada. Generalmente, 
los elementos reguladores de transcripción del promotor que se encuentran enlazados operativamente a una 
secuencia transcrita se ubican físicamente contiguos a la secuencia transcrita, es decir, actúan en cis. Sin embargo, 
algunos elementos reguladores de transcripción, tales como los potenciadores, no necesitan encontrarse 30 
físicamente contiguos o ubicarse en proximidad estreecha a las secuencias codificantes cuya transcripción 
potencian. 
 
Cuando se encuentran presentes múltiples promotores, cada promotor puede ser independientemente el mismo o 
distinto. 35 
 
Las moléculas recombinantes tales como los ADN quiméricos o las construcciones genéticas pueden contener 
también (a) una o más señales secretoras que codifican secuencias de péptidos señal para permitir que un 
polipéptido expresado definido en el presente documento se secrete desde la célula que produce el polipéptido o 
que facilita la ubicación del polipéptido expresado, por ejemplo para la retención del polipéptido en el retículo 40 
endoplasmático (ER, por sus siglas en inglés) en el interior de la célula o la transferencia dentro de un plasto y/o (b) 
secuencias de fusión que conducen a la expresión de moléculas de ácido nucleico como proteínas de fusión. Los 
ejemplos de segmentos adecuados de señales incluyen cualquier segmento de señal capaz de dirigir la secreción o 
localización de un polipéptido definido en el presente documento. Las moléculas recombinantes también pueden 
incluir secuencias intermedias y/o no traducidas que se encuentran en los alrededores y/o dentro de las secuencias 45 
de ácido nucleico de las moléculas de ácido nucleico definidas en el presente documento. 
 
Para facilitar la identificación de los transformantes, la construcción de ácido nucleico idealmente comprende un gen 
marcador seleccionable o detectable como, o sumado a, el polinucleótido extraño o exógeno. "Gen marcador" 
significa un gen que imparte un fenotipo distintivo a células que expresan el gen marcador y de esta forma permite 50 
que dichas células transformadas se distingan de las células que no tienen el marcador. Un gen marcador 
seleccionable confiere un rasgo por el cual uno puede "seleccionar" basándose en la resistencia a un agente 
selectivo (por ejemplo, un herbicida, antibiótico, radiación, calor u otro tratamiento que resulte dañino a las células no 
transformadas). Un gen marcador analizable (o gen indicador) confiere un rasgo que uno puede identificar mediante 
observación o pruebas, es decir, mediante "análisis" (por ejemplo, β-glucuronidasa, luciferasa, GFP u otra actividad 55 
de enzima no presente en células no transformadas). El gen marcador y la secuencia de nucleótidos de interés no 
tienen que encontrarse enlazados. La elección de un marcador en cuestión no es crucial a condición de que sea 
funcional (es decir, selectiva) en combinación con las células elegidas tal como una célula vegetal. 
 
Son ejemplos de marcadores seleccionables bacterianos los marcadores que confieren resistencia a antibióticos tal 60 
como la resistencia a la ampicilina, eritromicina, cloranfenicol o tetraciclina, preferentemente resistencia a la 
kanamicina. Los ejemplos de marcadores seleccionables para la selección de transformantes vegetales incluyen, 
pero sin limitación, un gen hyg que codifica resistencia a la higromicina B; un gen (nptII) de neomicina 
fosfotransferasa que confiere resistencia a la kanamicina, paromomicina, G418; un gen de glutatión-S-transferasa de 
hígado de rata que confiere resistencia a herbicidas derivados de glutatión como, por ejemplo, se describe en el 65 
documento EP 256223; un gen de glutamina sintetasa que confiere, al momento de la sobreexpresión, resistencia a 
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inhibidores de glutamina sintetasa tales como fosfinotricina como, por ejemplo, se describe en el documento WO 
87/05327, un gen de acetiltransferasa proveniente de Streptomyces viridochromogenes que confiere resistencia a la 
fosfinotricina del agente selectivo como, por ejemplo, se describe en el documento EP 275957, un gen que codifica 
una 5-enolshiquimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) que confiere tolerancia a N-fosfonometilglicina como, por ejemplo, 
lo describen Hinchee et al. (1988), un gen bar que confiere resistencia contra bialafos como, por ejemplo, se 5 
describe en el documento WO91/02071; un gen de nitrilasa tal como bxn proveniente de Klebsiella ozaenae que 
confiere resistencia al bromoxinilo (Stalker et al., 1988); un gen de dihidrofolato reductasa (DHFR, por sus siglas en 
inglés) que confiere resistencia al metotrexato (Thillet et al., 1988); un gen mutante de acetolactato sintasa (ALS), el 
cual confiere resistencia a la imidazolinona, sulfonilurea u otros químicos inhibidores de ALS (EP 154,204); un gen 
mutado de antranilato sintasa que confiere resistencia al 5-metil triptófano; o un gen de dalapón deshalogenasa que 10 
confiere resistencia al herbicida. 
 
Los marcadores analizables preferidos incluyen, pero sin limitación un gen uidA que codifica una enzima β-
glucuronidasa (GUS) para la cual se conocen diversos sustratos cromógenos, un gen de proteína fluorescente verde 
(Niedz et al., 1995) o sus derivados; un gen de luciferasa (luc) (Ow et al., 1986), que permite la detección de 15 
bioluminiscencia, y otros conocidos en la técnica. Como se usa en la presente memoria descriptiva, "molécula 
indicadora" significa una molécula que, por su naturaleza química, proporciona una señal analíticamente identificable 
que facilita la determinación de actividad del promotor mediante referencia al producto de proteína. 
 
Preferentemente, la construcción de ácido nucleico se incorpora de manera estable al genoma de la célula, tal como 20 
la célula vegetal. En consecuencia, el ácido nucleico puede comprender elementos apropiados que permiten que la 
molécula se incorpore al genoma, preferentemente las secuencias de borde derecho e izquierdo de una molécula de 
ADN-T o la construcción se coloca en un vector apropiado que puede incorporarse al cromosoma de la célula. 
 
Expresión 25 
 
Como se usa en el presente documento, un vector de expresión es un vector de ADN que es capaz de transformar 
una célula hospedadora y de efectuar la expresión de una o más molécula o moléculas de polinucleótidos 
especificados. Los vectores de expresión preferidos de la presente invención pueden dirigir la expresión génica en 
células de levadura y/o vegetales. Los vectores de expresión útiles para para su uso en la invención contienen 30 
secuencias reguladoras tales como secuencias de control de transcripción, secuencias de control de traducción, 
orígenes de replicación y otras secuencias reguladoras que son compatibles con la célula recombinante y que 
controlan la expresión de las moléculas de polinucleótidos como se describen en el presente documento. En 
particular, los polinucleótidos o vectores útiles para la presente invención incluyen secuencias de control de 
transcripción. Las secuencias de control de transcripción son secuencias que controlan la iniciación, elongación y 35 
terminación de la transcripción. Las secuencias de control de transcripción particularmente importantes son aquellas 
que controlan la iniciación de transcripción, tales como las secuencias promotoras y potenciadoras. Las secuencias 
de control de transcripción adecuadas incluyen toda secuencia de control de transcripción que puede funcionar en al 
menos una de las células recombinantes de la presente invención. La elección de secuencias reguladoras usadas 
depende del organismo objetivo como puede ser una planta y/u órgano objetivo o tejido de interés. Dichas 40 
secuencias reguladoras pueden obtenerse a partir de cualquier organismo eucariótico tal como plantas o virus de 
plantas, o pueden sintetizarse químicamente. Varias de dichas secuencias de control de transcripción son de 
conocimiento común de los expertos en la técnica. Las secuencias de control de transcripción particularmente 
preferidas son promotoras activas en la dirección de la transcripción en plantas, ya sea de forma constitutiva o 
específica de la etapa y/o el tejido, dependiendo del uso de la planta o las partes de la misma. 45 
 
Una cantidad de vectores adecuados para la transfección estable de células vegetales o para establecer plantas 
transgénicas se ha descrito en, por ejemplo, Pouwels et al., Cloning Vectors: A Laboratory Manual, 1985, sup. 1987; 
Weissbach y Weissbach, Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press, 1989; y Gelvin et al., Plant 
Molecular Biology Manual, Kluwer Academic Publishers, 1990. Normalmente, los vectores de expresión vegetal 50 
incluyen, por ejemplo, uno o más genes vegetales clonados bajo el control de transcripción de secuencias 3' y 5' 
reguladoras y un marcador seleccionable dominante. Dichos vectores de expresión vegetal también pueden 
contener una región reguladora promotora (por ejemplo, una región reguladora que controla la expresión inducible o 
constitutiva, regulada por el ambiente o por el desarrollo, o específica de la célula o del tejido), un sitio de partida de 
la iniciación de transcripción, un sitio de unión al ribosoma, una señal de procesamiento de ARN, un sitio de 55 
terminación de la transcripción y/o una señal de poliadenilación. 
 
Se ha descrito una cantidad de promotores constitutivos que se encuentran activos en células vegetales. Los 
promotores adecuados para la expresión constitutiva en plantas incluyen, pero sin limitación, el promotor 35S del 
virus del mosaico de la coliflor (CaMV, por sus siglas en inglés), el virus del mosaico de Figwort (FMV, por sus siglas 60 
en inglés) 35S, el promotor del virus baciliforme de la caña de azúcar, el promotor del virus del moteado amarillo de 
commelina, el promotor inducible por luz proveniente de la pequeña subunidad de la ribulosa-1,5-bis-fosfato 
carboxilasa, el promotor de triosafosfato isomerasa citosólica del arroz, el promotor de adenina 
fosforribosiltransferasa de Arabidopsis, el promotor del gen actin 1 del arroz, los promotores de manopina sintasa y 
octopina sintasa, el promotor de Adh, el promotor de sacarosa sintasa, el promotor del complejo del gen R y el 65 
promotor del gen de proteína de unión a clorofila α/β. 
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A los efectos de la expresión en los tejidos fuente de la planta, tales como la hoja, semilla, raíz o tallo, se prefiere 
que los promotores utilizados en la presente invención tengan una expresión relativamente elevada en estos tejidos 
específicos. A estos efectos, uno puede elegir, dentro de un número de promotores, genes con expresión específica 
o potenciada del tejido o de la célula. Los ejemplos de dichos promotores citados en la bibliografía incluyen el 5 
promotor GS2 de glutamina sintetasa del cloroplasto del guisante, el promotor de fructosa-1,6-bifosfatasa del 
cloroplasto del trigo, el promotor ST-LS1 fotosintético nuclear de la patata, el promotor de serina/treonina cinasa y el 
promotor de glucoamilasa (CHS) de Arabidopsis thaliana. También se afirma que los promotores de ribulosa-1,5-
bifosfato carboxilasa y promotores Cab se encuentran activos en tejidos fotosintéticamente activos. 
 10 
También se puede usar diversos promotores de genes vegetales que se regulan en respuesta a señales 
ambientales, hormonales, químicas y/o del desarrollo para la expresión de genes en células vegetales, incluidos los 
promotores regulados por (1) calor, (2) luz (por ejemplo, promotor RbcS-3A del guisante, promotor RbcS del maíz); 
(3) hormonas, tales como el ácido abscísico, (4) lesión (por ejemplo, WunI); o (5) químicos, tales como jasmonato de 
metilo, ácido salicílico, hormonas esteroideas, alcohol, protectores (documento WO97/06269) o también puede ser 15 
ventajoso emplear (6) promotores específicos de órganos. 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "promotor específico de semilla vegetal" o variaciones de la 
misma se refieren a un promotor que preferentemente, en comparación con otros tejidos vegetales, dirige la 
transcripción génica en una semilla en desarrollo de una planta. En una realización, el promotor específico de la 20 
semilla se expresa con una fuerza al menos 5 veces mayor en la semilla en desarrollo de la planta en relación con 
las hojas y/o los tallos de la planta y se expresa preferentemente con mayor fuerza en el embrión de la semilla en 
desarrollo en comparación con otros tejidos. Preferentemente, el promotor únicamente dirige la expresión de un gen 
de interés en la semilla en desarrollo y/o la expresión del gen de interés en otras partes de la planta tales como las 
hojas no es detectable por análisis de transferencia Northern y/o TI-PCR. Normalmente, el promotor conduce la 25 
expresión de genes durante el crecimiento y desarrollo de la semilla, en particular durante la fase de síntesis y 
acumulación de compuestos de almacenamiento en la semilla. Dichos promotores pueden conducir la expresión 
génica en la totalidad del órgano de reserva de la planta o únicamente en una parte de este tal como el 
revestimiento de la semilla o el o los cotiledones, preferentemente en los embriones, en semillas de plantas 
dicotiledóneas o la capa de endosperma o aleurona de semillas de plantas monocotiledóneas. 30 
 
Los promotores preferidos para la expresión específica de la semilla incluyen i) promotores provenientes de genes 
que codifican enzimas que participan de la biosíntesis de ácido graso y la acumulación en semillas, tales como las 
desaturasas y elongasas, ii) promotores provenientes de genes que codifican proteínas de almacenamiento de 
semillas y iii) promotores provenientes de genes que codifican enzimas que participan de la biosíntesis de hidrato de 35 
carbono y la acumulación en semillas. Los promotores específicos de la semillas adecuados son los promotores del 
gen de napina de colza de semilla oleaginosa (documento US5,608,152), el promotor de USP de Vicia faba 
(Baumlein et al., 1991), el promotor de oleosina de Arabidopsis (documento WO98/45461), el promotor de faseolina 
de Phaseolus vulgaris (documento US5,504,200), el promotor de Bce4 de Brassica (documento WO91/13980) o el 
promotor de LeB4 proveniente de Vicia faba (Baumlein et al., 1992), así como los promotores que conducen a la 40 
expresión específica de la semilla en monocotiledóneas tales como el maíz, la cebada, el trigo, el centeno, el arroz y 
similares. Promotores destacados que son adecuados son el promotor del gen lpt2 o lpt1 de la cebada (documento 
WO95/15389 y documento WO95/23230) o los promotores descritos en el documento WO99/16890 (promotores 
provenientes del gen de hordeína de la cebada, el gen de glutelina del arroz, el gen de orizina del arroz, el gen de 
prolamina del arroz, el gen de gliadina del trigo, el gen de glutelina del trigo, el gen de zeína del maíz, el gen de 45 
glutelina de la avena, el gen de kasirina del sorgo, el gen de secalina del centeno). Otros promotores incluyen 
aquellos descritos por Broun et al. (1998), Potenza et al. (2004), documento US20070192902 y documento 
US20030159173. En una realización, el promotor específico de la semilla es preferentemente expresado en partes 
definidas de la semilla tales como el embrión, el o los cotiledones o el endosperma. Los ejemplos de dichos 
promotores específicos incluyen, pero sin limitación, el promotor FP1 (Ellerstrom et al., 1996), el promotor de 50 
legumina del guisante (Perrin et al., 2000), el promotor de fitohemaglutina del frijol (Perrin et al., 2000), los 
promotores de conlininaa 1 y conlininaa 2 para genes que codifican las proteínas de almacenamiento 2S del lino 
(Cheng et al., 2010), el promotor del gen FAE1 proveniente de Arabidopsis thaliana, el promotor de BnGLP del gen 
de proteína similar a la globulina de Brassica napus, el promotor de LPXR del gen de peroxirredoxina proveniente de 
Linum usitatissimum. 55 
 
La secuencia líder 5' no traducida puede ser derivada del promotor seleccionado para expresar la secuencia génica 
heteróloga del polinucleótido descrito en el presente documento o preferentemente es heteróloga con respecto a la 
región codificante de la enzima a producirse y puede ser modificada específicamente si así se desea para 
incrementar la traducción de ARNm. Para revisar la expresión optimizadora de transgenes, ver Koziel et al. (1996). 60 
También pueden obtenerse las regiones 5' no traducidas a partir de ARN virales de plantas (virus del mosaico del 
tabaco, virus del grabado del tabaco, virus del mosaico enano del maíz, virus del mosaico de la alfalfa, entre otros) 
provenientes de genes eucarióticos, genes vegetales (líder del gen de proteína de unión a la clorofila a/b del trigo y 
del maíz) o provenientes de una secuencia génica sintética. La presente descripción no se limita a construcciones en 
donde la región no traducida es derivada de la secuencia 5' no traducida que acompaña a la secuencia promotora. 65 
La secuencia líder también podría ser derivada de un promotor o secuencia codificante no relacionados. Las 
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secuencias líderes útiles en el contexto de la presente invención comprenden la líder Hsp70 del maíz (documento 
US 5.362.865 y documento US 5.859.347) y el elemento omega TMV. 
 
La terminación de la transcripción se logra mediante una secuencia 3' de ADN no traducida enlazada 
operativamente en el vector quimérico al polinucleótido de interés. La región 3' no traducida de una molécula de 5 
ADN recombinante contiene una señal de poliadenilación que funciona en las plantas para causar la adición de 
nucleótidos de adenilato al extremo 3' del ARN. La región 3' no traducida puede obtenerse de diversos genes que se 
expresan en células vegetales. La región 3' no traducida de nopalina sintasa, la región 3' no traducida del gen de 
Rubisco de la subunidad pequeña del guisante, la región 3' no traducida del gen de proteína de almacenamiento de 
la semilla 7S de la soja o un gen de conlinina del lino se usan comúnmente en este rol. Las regiones 3' transcritas no 10 
traducidas que contienen la señal de poliadenilato de los genes del plásmido inductor de tumores (Ti, por sus siglas 
en inglés) de Agrobacterium también son adecuadas. 
 
Pueden usarse tecnologías de ADN recombinante para mejorar la expresión de una molécula de polinucleótidos 
transformada mediante la manipulación, por ejemplo, de la cantidad de copias de la molécula de polinucleótidos en 15 
el interior de la célula hospedadora, la eficacia con la que aquellas moléculas de polinucleótidos se transcriben, la 
eficacia con la que los transcritos resultantes se traducen y la eficacia de las modificaciones posteriores a la 
traducción. Las técnicas recombinantes útiles para incrementar la expresión de moléculas de polinucleótidos 
definidas en el presente documento incluyen, pero sin limitación, la integración de la molécula de polinucleótidos 
dentro de uno o más cromosomas de la célula hospedadora, la adición de secuencias de estabilidad en los ARNm, 20 
las sustituciones o modificaciones de señales de control de la transcripción (por ejemplo, promotores, operadores, 
potenciadores), las sustituciones o modificaciones de señales de control de la traducción (por ejemplo, sitios de 
unión al ribosoma, secuencias Shine-Dalgarno), la modificación de moléculas de polinucleótidos para asemejarse al 
uso del codón de la célula hospedadora y la eliminación de secuencias que desestabilizan transcritos. 
 25 
Células recombinantes 
 
La invención también proporciona una célula recombinante, preferentemente una célula vegetal recombinante, la 
cual es una célula hospedadora transformada con una o más moléculas recombinantes, tales como los 
polinucleótidos, las construcciones genéticas quiméricas o los vectores recombinantes definidos en el presente 30 
documento. La célula recombinante puede comprender cualquier combinación de los anteriores, tales como dos o 
tres vectores recombinantes o un vector recombinante y uno o más polinucleótidos o ADN quiméricos adicionales. 
Las células adecuadas de la invención incluyen toda célula que pueda ser transformada con un polinucleótido, ADN 
quimérico o vector recombinante descritos en el presente documento, tal como, una molécula que codifica un 
polipéptido o una enzima descrita en el presente documento. Preferentemente, la célula es una célula que, de esta 35 
forma, es capaz de ser usada para producir LC-PUFA. La célula recombinante puede ser una célula en cultivo, una 
célula in vitro o en un organismo tal como una planta o en un órgano tal como una semilla o una hoja. 
Preferentemente, la célula se encuentra en una planta o parte de una planta, más preferentemente en la semilla de 
una planta. 
 40 
Las células hospedadoras en las cuales se introducen el o los polinucleótidos pueden ser o bien células no 
transformadas o células que ya han sido transformadas con al menos una molécula de ácido nucleico. Dichas 
moléculas de ácido nucleico pueden estar relacionadas o no con la síntesis de LC-PUFA. Las células hospedadoras 
de la presente invención pueden o bien ser capaces de manera endógena (o sea, de manera natural) de producir 
proteínas definidas en el presente documento, en cuyo caso la célula recombinante derivada de estas tienen una 45 
capacidad potenciada de producir los polipéptidos, o pueden ser capaces de producir dichas proteínas únicamente 
después de ser transformadas con al menos un polinucleótido descrito en el presente documento. En una realización, 
una célula recombinante de la invención tiene una capacidad potenciada para sintetizar un ácido graso 
poliinsaturado de cadena larga. Como se usa en el presente documento, la expresión "célula con una capacidad 
potenciada para sintetizar un ácido graso poliinsaturado de cadena larga" es una expresión relativa según la cual la 50 
célula recombinante de la invención se compara a la célula hospedadora que carece de polinucleótido o 
polinucleótidos utilizados en la invención, produciendo la célula recombinante más ácidos grasos poliinsaturados de 
cadena larga o una mayor concentración de LC-PUFA tales como DHA (en relación con otros ácidos grasos) que la 
célula nativa. La célula con una capacidad mejorada para sintetizar otro producto, tal como otro ácido graso, un 
lípido, un hidrato de carbono tal como el almidón, una molécula de ARN, un polipéptido, un producto farmacéutico o 55 
de otro tipo tiene un significado semejante. 
 
Las células hospedadoras de la presente invención pueden ser cualquier célula capaz de producir al menos una 
proteína descrita en el presente documento e incluyen células bacterianas, fúngicas (inclusive de levadura), 
parasíticas, de artrópodo, animales y vegetales. Las células pueden ser procariotas o eucariotas. Las células 60 
hospedadoras de preferencia son células de levadura y vegetales. En una realización preferida, la célula vegetal es 
una célula de semilla, en particular una célula en un cotiledón o endospermo de una semilla. En una realización, la 
célula es una célula animal o una célula de alga. La célula animal puede ser de cualquier tipo de animal, tal como, 
por ejemplo, una célula animal no humana, una célula de vertebrado no humano, una célula de mamífero no 
humano o células de animales acuáticos tales como, por ejemplo, peces o crustáceos, invertebrados, insectos, etc. 65 
Las células pueden ser de un organismo adecuado para un proceso de fermentación. Como se usa en el presente 
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documento, la expresión "proceso de fermentación" se refiere a cualquier proceso de fermentación o cualquier 
proceso que comprende una etapa de fermentación. Los ejemplos de organismos fermentativos incluyen organismos 
fúngicos, tales como la levadura. Como se usa en el presente documento, "levadura" incluye Saccharomyces spp., 
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces carlbergensis, Candida spp., Kluveromyces spp., Pichia spp., 
Hansenula spp., Trichoderma spp., Lipomyces starkey y Yarrowia lipolytica. La levadura preferida incluye cepas de 5 
Saccharomyces spp. y, en particular, Saccharomyces cerevisiae. 
 
Plantas transgénicas 
 
La invención también proporciona una planta que comprende una célula de la invención, tal como una planta 10 
transgénica que comprende uno o más polinucleótidos como se describen en el presente documento. El término 
"planta", tal como se una en el presente documento, se refiere a plantas enteras; cuando se usa el adjetivo "vegetal", 
se refiere a cualquier sustancia presente en, obtenida de, derivada de o relacionada con una planta, tal como, 
órganos celulares (por ejemplo, hojas, raíces, flores), células individuales (por ejemplo, polen), semillas, células 
vegetales y similares. La expresión "parte de planta" se refiere a todas las partes de planta que comprenden el ADN 15 
de la planta, inclusive estructuras vegetativas tales como, por ejemplo, hojas o tallos, raíces, órganos o estructuras 
florales, polen, semilla, partes de semilla tales como un embrión, endospermo, escutelo o episperma, tejido vegetal 
tal como, por ejemplo, tejido vascular, células y progenie de este, a condición de que la parte de la planta sintetice 
lípidos de acuerdo con la invención. 
 20 
Una "planta transgénica", "planta modificada genéticamente" o variaciones de las mismas hacen referencia a una 
planta que contiene una construcción génica ("transgén") que no se encuentra en una planta de tipo silvestre de la 
misma especie, variedad o cultivar. Las plantas transgénicas, según se definen en el contexto de la presente 
invención, incluyen plantas y su progenie, las cuales se han modificado genéticamente con técnicas recombinantes 
para ocasionar la producción del lípido o al menos un polipéptido definido en el presente documento en la planta u 25 
órgano vegetal deseados. Las células vegetales transgénicas y las partes de plantas transgénicas tienen 
significados correspondientes. En el presente documento se refiere a un "transgén" con su significado normal en la 
técnica de biotecnología e incluye una secuencia genética que se ha producido o alterado mediante tecnología de 
ADN o ARN recombinante y que se ha introducido en una célula de la invención, de preferencia una célula vegetal. 
El transgén puede incluir secuencias genéticas derivadas de una célula vegetal que puede ser de la misma especie, 30 
variedad o cultivar que la célula vegetal en la cual se introduce el transgén, de una especie, variedad o cultivar 
diferente o de una célula que no sea una célula vegetal. Normalmente, el transgén se introdujo en la célula, tal como 
una planta, mediante manipulación humana, tal como, por ejemplo, mediante transformación, pero puede utilizarse 
cualquier método que desee el experto en la técnica. 
 35 
Los términos "semilla" y "grano" se utilizan de manera intercambiable en el presente documento. "Grano" se refiere a 
grano maduro tal como grano cosechado o grano que se encuentre aún en una planta pero esté listo para cosechar, 
pero también puede referirse al grano después de imbibición o germinación, de acuerdo con el contexto. La semilla o 
grano m-aduro comúnmente tiene un contenido de humedad inferior al 18-20 %. Como se usa en el presente 
documento, "semilla en desarrollo" se refiere a una semilla antes de su madurez, normalmente encontrada en las 40 
estructuras reproductivas de la planta tras la fertilización o antesis, pero puede hacer referencia también a dichas 
semillas aisladas de la planta antes de la madurez. 
 
Como se usa en el presente documento, las expresiones "obtener una parte de una planta" u "obtener una semilla" 
hacen referencia a cualquier medio para obtener una semilla o parte de una planta, respectivamente, inclusive la 45 
cosecha de semillas o partes de planta de plantas del campo o contención tal como un invernadero o cámara de 
crecimiento, o mediante su compra o recibo de un proveedor de las semillas o partes de planta. La semilla puede ser 
adecuada para plantación, es decir, tener la capacidad de germinar y producir plantas de progenie o, de manera 
alternativa, haber sido procesada de forma tal que no tiene la capacidad de germinar, por ejemplo, semillas partidas, 
pulidas o molidas, útiles para aplicaciones culinarias o alimenticias, o para extracción de lípidos de la invención. 50 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "órgano de almacenamiento vegetal" se refiere a una parte de 
una planta especializada para almacenar energía en forma de, por ejemplo, proteínas, hidratos de carbono, ácidos 
grasos y/o aceites. Los ejemplos de órganos de almacenamiento vegetal son semillas, fruta, raíces tuberosas y 
tubérculos. Un órgano de almacenamiento vegetal preferido de la invención es la semilla. 55 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "fenotípicamente normal" se refiere a una planta u órgano 
vegetal genéticamente modificados, en particular un órgano de almacenamiento tal como una semilla, tubérculo o 
fruta que no tenga una capacidad significativamente reducida de crecer y reproducirse en comparación con una 
planta u órgano vegetal no modificados. En una realización, la planta u órgano vegetal genéticamente modificado 60 
fenotípicamente normal comprende un polinucleótido exógeno que codifica un supresor de silenciamiento unido 
operativamente a un promotor específico al órgano de almacenamiento vegetal y que tiene una capacidad de crecer 
o reproducirse que sea esencialmente la misma que la de un órgano o planta isogénica que no comprenda dicho 
polinucleótido. Preferentemente, la biomasa, tasa de crecimiento, tasa de germinación, tamaño de órgano de 
almacenamiento, tamaño de la semilla y/o cantidad de semillas viables producidas no es inferior al 90 % de los de 65 
una planta que no posea dicho polinucleótido exógeno cuando se cultiva en condiciones idénticas. Esta expresión no 
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abarca características de la planta que pueden ser distintas a la planta de tipo silvestre pero no tienen la utilidad de 
la planta con fines comerciales tales como, por ejemplo, un fenotipo de bailarina de hojas de plántula. 
 
Las plantas proporcionadas por la presente invención o contempladas para su uso en la misma incluyen tanto 
monocotiledóneas como dicotiledóneas. En realizaciones preferidas, las plantas de la presente invención son 5 
plantas de cultivo (por ejemplo, cereales y legumbres, maíz, trigo, patatas, tapioca, arroz, sorgo, mijo, mandioca, 
cebada o guisantes), u otras legumbres. Las plantas pueden cultivarse para la producción de raíces, tubérculos, 
hojas, tallos, flores o frutas productos alimenticios. Las plantas pueden ser vegetales o plantas ornamentales. Las 
plantas de la invención pueden ser: maíz (Zea mays), colza (Brassica napus, Brassica rapa ssp.), mostaza (Brassica 
juncea), lino (Linum usitatissimum), alfalfa (Medicago sativa), arroz (Oryza sativa), centeno (Secale cereale), sorgo 10 
(Sorghum bicolour, Sorghum vulgare), girasol (Helianthus annus), trigo (Tritium aestivum), soja (Glycine max), 
tabaco (Nicotiana tabacum), patata (Solanum tuberosum), cacahuete (Arachis hypogaea), algodón (Gossypium 
hirsutum), boniato (Lopmoea batatus), mandioca (Manihot esculenta), café (Cofea spp.), coco (Cocos nucifera), piña 
(Anana comosus), citrus (Citrus spp.), cocoa (Theobroma cacao), té (Camellia senensis), plátano (Musa spp.), 
aguacate (Persea americana), higo (Ficus casica), pacay (Psidium guajava), mango (Mangifer indica), oliva (Olea 15 
europaea), papaya (Carica papaya), anacardo (Anacardium occidentale), macadamia (Macadamia intergrifolia), 
almendra (Prunus amygdalus), remolacha azucarera (Beta vulgaris), avena o cebada. 
 
En una realización preferida, la planta es un angiosperma. 
 20 
En una realización, la planta es una planta de semilla oleaginosa o una planta de cultivo de semilla oleaginosa. 
Como se usa en el presente documento, una "planta de semilla oleaginosa" es una especie vegetal utilizada para la 
producción comercial de aceites de las semillas de la planta. La planta de semilla oleaginosa puede ser colza (tal 
como colza), maíz, girasol, soja, sorgo, lino (linaza) o remolacha azucarera. Adicionalmente, la planta de semilla 
oleaginosa puede ser otra planta que produzca Brassicas, algodón, cacahuete, amapola, mostaza, semilla de ricino, 25 
sésamo, cártamo o nueces. La planta puede producir altos niveles de aceite en su fruta, tal como la oliva, la palma 
de aceite o el coco. Las plantas hortícolas a las que se puede aplicar la presente invención son lechuga, endivia o 
brassicas vegetales, inclusive repollo, brócoli o coliflor. La presente invención puede aplicarse al tabaco, 
cucurbitáceas, zanahoria, fresa, tomate o pimienta. 
 30 
En una realización adicional preferida, la planta no transgénica utilizada para producir una planta transgénica de la 
invención produce aceite, especialmente en la semilla, la cual tiene i) menos del 20 %, menos del 10 % o menos del 
5 % de ácidos grasos 18:2 y/o ii) menos del 10 % o menos del 5 % de ácidos grasos 18:3. 
 
En una realización preferida, la planta transgénica es homocigota para cada gen que se ha introducido (transgén), 35 
de manera que su progenie no segrega para el fenotipo deseado. La planta transgénica puede ser también 
heterocigótica para el o los transgenes introducidos, de preferencia heterocigótica de manera uniforme para el 
transgén, tal como en la progenie F1 que se cultivó de semillas híbridas. Dichas plantas pueden proporcionar 
ventajas tales como vigor híbrido, conocido en la técnica. 
 40 
Donde sea pertinente, las plantas transgénicas pueden comprender también transgenes adicionales que codifican 
enzimas involucradas en la producción de LC-PUFA tal como, pero sin limitación, una ∆6-desaturasa, una ∆9-
elongasa, una ∆8-desaturasa, una ∆6-elongasa, una ∆5-desaturasa, una ω3-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una 
∆5-elongasa, diacilglicerol aciltransferasa, LPAAT, una ∆17-desaturasa, una ∆15-desaturasa y/o una ∆12 
desaturasa. Se conocen en la técnica ejemplos de dichas enzimas con una o más de estas actividades e incluyen 45 
las descritas en el presente documento. En ejemplos específicos, la planta transgénica al menos comprende 
polinucleótidos exógenos que codifican; 
 

a) una ∆4-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆6-desaturasa, una ∆5-elongasa y una ∆6-elongasa, 
b) una ∆4-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆8-desaturasa, una ∆5-elongasa y una ∆9-elongasa, 50 
c) una ∆4-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆8-desaturasa, una ∆5-elongasa, una ∆9-elongasa, y una ∆15-
desaturasa, 
d) una -desaturasa, una -desaturasa, una -desaturasa, una -elongasa, una -elongasa y una 5-desaturasa, 
e) una ∆4-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆6-desaturasa, una ∆5-elongasa, una ∆6-elongasa y una ∆17-
desaturasa, o 55 
f) una ∆4-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆8-desaturasa, una ∆5-elongasa, una ∆9-elongasa y una ∆17-
desaturasa. 

 
En una realización, los polinucleótidos exógenos codifican conjuntos de polipéptidos que son una ∆6-desaturasa de 
Pythium irregulare, una ∆5-desaturasa de Thraustochytrid o una ∆5-desaturasa de Emiliana huxleyi, una ∆6-60 
elongasa de Physcomitrella patens, una ∆5-elongasa de Thraustochytrid o una ∆5-elongasa de Ostreocccus taurii, 
una ω3-desaturasa de Phytophthora infestans o una ω3-desaturasa de Pythium irregulare y una ∆4-desaturasa de 
Thraustochytrid. 
 
En una realización, las plantas de la invención se cultivan en el campo, de preferencia como una población de al 65 
menos 1.000 o 1.000.000 plantas que son esencialmente la misma, o en un área de al menos 1 hectárea. Las 
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densidades de las plantas difieren de acuerdo con la especie de planta, la diversidad de planta, el clima, las 
condiciones del suelo, el flujo de fertilizantes y otros factores conocidos en la técnica. Por ejemplo, la colza 
normalmente se cultiva en una densidad de plantación de 1,2-1,5 millones de plantas por hectárea. Las plantas se 
cosechan tal como se sabe en la técnica, lo que puede comprender poner a las plantas en hileras, hozada y/o 
segado de las plantas, seguido de desgranado y/o la selección de las partes buenas del material de planta para 5 
separar la semilla del resto de las partes de planta a menudo en forma de cascarilla. De manera alternativa, la 
semilla puede cosecharse de plantas en el campo en un único proceso, a saber, la combinación. 
 
Transformación de plantas 
 10 
Las plantas transgénicas pueden producirse mediante técnicas conocidas en la técnica, tales como aquellas 
descritas en A. Slater et al., Plant Biotechnology - The Genetic Manipulation of Plants, Oxford University Press 
(2003), y P. Christou y H. Klee, Handbook of Plant Biotechnology, John Wiley e hijos (2004). 
 
Como se usa en el presente documento, las expresiones "transformar de manera estable", "transformado de manera 15 
estable" y variaciones de estas hacen referencia a la integración de las moléculas exógenas de ácido nucleico en el 
genoma de la célula, de forma que se transfieran a células de progenie durante la división celular sin necesidad de 
seleccionar de manera positiva su presencia. Los transformadores estables, o progenie de estos, pueden 
seleccionarse mediante cualquier método conocido en la técnica, tal como la transferencia Southern de ADN 
cromosómico o hibridación in situ de ADN genómico. 20 
 
La transferencia mediada por Agrobacterium es un sistema ampliamente aplicable para introducir genes en células 
vegetales, dado que el ADN puede introducirse en células en tejidos vegetales completos u órganos vegetales, o 
explantos en el cultivo de tejidos, ya sea para expresión transitoria o para integración estable del ADN en el genoma 
de la célula vegetal. Es conocido en la técnica el uso de los vectores de integración vegetal mediada por 25 
Agrobacterium para introducir ADN en células vegetales (ver, por ejemplo, documento US 5177010, documento US 
5104310, documento US 5004863 o documento US 5159135), inclusive métodos de inmersión floral con 
Agrobacterium u otras bacterias que pueden transferir ADN a células vegetales. La región de ADN a transferir se 
define por las secuencias limítrofes, y el ADN que interviene (ADN-T) se inserta normalmente en el genoma de la 
planta. Adicionalmente, la integración del ADN-T es un proceso relativamente preciso que da como resultado pocas 30 
reestructuraciones. En las variedades de plantas donde la transformación mediada por Agrobacterium es eficaz, es 
el método elegido, debido a la naturaleza sencilla y definida de la transferencia génica. Los vectores de 
transformación de Agrobacterium preferidos son capaces de replicarse tanto en E. coli como en Agrobacterium, lo 
que permite las manipulaciones convenientes descritas (Klee et al., en: Plant DNA Infectious Agents, Hohn and 
Schell, eds., Springer-Verlag, Nueva York, p. 179-203 (1985). 35 
 
Los métodos de aceleración que pueden utilizarse incluyen, por ejemplo, bombardeo de microproyectiles y similares. 
Un ejemplo de un método para administrar moléculas transformadoras de ácido nucleico a células vegetales es el 
bombardeo de microproyectiles. Este método fue revisado por Yang et al., Particle Bombardment Technology for 
Gene Transfer, Oxford Press, Oxford, Inglaterra (1994). Las partículas no biológicas (microproyectiles) que pueden 40 
recubrirse con ácidos nucleicos y administrarse a las células mediante una fuerza propulsora. Los ejemplos de 
partículas incluyen aquellos compuestos de tungsteno, oro, platino y similares. Una ventaja en particular del 
bombardeo de microproyectiles, además de ser un medio eficaz para transformar las monocotiledóneas de manera 
reproductiva, es que no se requiere ni el aislamiento de protoplastos, ni la susceptibilidad de infección de 
Agrobacterium. 45 
 
En otra realización alternativa, los plastos pueden transformarse de manera estable. Los métodos desvelados para 
la transformación de plastos en plantas mayores incluyen la administración por pistola génica de ADN que contiene 
un marcador seleccionable y direccionamiento del ADN al genoma del plasto mediante recombinación homóloga 
(documento US5.451.513, documento US5.545.818, documento US5.877.402, documento US5.932.479 y 50 
documento WO99/05265). 
 
Pueden utilizarse otros métodos de transformación celular e incluyen, pero sin limitación, la introducción de ADN en 
plantas mediante transferencia directa de ADN en polen, mediante inyección directa de ADN en órganos 
reproductivos de una planta, o mediante inyección directa de ADN en las células de embriones inmaduros, seguida 55 
de la rehidratación de embriones deshidratados. 
 
Se conoce en la técnica la regeneración, desarrollo y cultivo de plantas a partir de transformantes de protoplastos de 
una sola planta o de varios explantos transformados (Weissbach et al., en: Methods for Plant Molecular Biology, 
Academic Press, San Diego, Calif., (1988). Este proceso de regeneración y crecimiento normalmente incluye las 60 
etapas de selección de células transformadas, cultivo de las células individualizadas mediante las etapas usuales de 
desarrollo embriónico mediante la etapa de plántulas arraigadas. Las semillas y los embriones transgénicos se 
regeneran de manera similar. Los brotes arraigados transgénicos resultantes se plantan luego en un medio de 
crecimiento vegetal adecuado, tal como el suelo. 
 65 
Se conoce en la técnica el desarrollo o regeneración de plantas que contienen el gen extraño y exógeno. 
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Preferentemente, las plantas regeneradas se autopolinizan para proporcionar plantas transgénicas homocigotas. De 
otra manera, el polen obtenido de las plantas regeneradas se cruza con plantas cultivadas por semillas de estirpes 
agronómicamente importantes. Por el contrario, el polen de plantas de estas estirpes importantes se utiliza para 
polinizar plantas regeneradas. Una planta transgénica de la presente invención que contenga un ácido nucleico 
exógeno deseado se cultiva con métodos conocidos para el experto en la técnica. 5 
 
Para confirmar la presencia de los transgenes en plantas y células transgénicas, puede realizarse una amplificación 
de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) o análisis de transferencia Southern, mediante métodos conocidos 
por los expertos en la técnica. Los productos de expresión de los transgenes pueden detectarse en cualquiera de 
una cantidad de formas, dependiendo de la naturaleza del producto, inclusive el ensayo de enzimas y transferencia 10 
Western. Una vez obtenidas las plantas transgénicas, pueden cultivarse para producir partes de plantas o tejidos 
vegetales con el fenotipo deseado. Los tejidos vegetales o las partes de plantas pueden cosecharse y/o pueden 
recolectarse las semillas. Las semillas pueden servir como fuente de cultivo de plantas adicionales con tejidos o 
partes que tengan las características deseadas. 
 15 
Una planta transgénica formada con Agrobacterium u otros métodos de transformación normalmente contiene un 
único locus genético en un cromosoma. Puede decirse que dichas plantas transgénicas son hemicigóticas para el o 
los genes añadidos. Se prefiere más una planta transgénica que sea homocigota para el o los genes añadidos; es 
decir, una planta transgénica que contiene dos genes añadidos, un gen en el mismo locus en cada cromosoma de 
un par de cromosomas. Puede obtenerse una planta transgénica homocigota mediante la autofertilización de una 20 
planta transgénica hemicigótica, germinación de parte de las semillas producidas y análisis de las plantas 
resultantes en búsqueda del gen de interés. 
 
También debe entenderse que dos plantas transgénicas distintas que contienen dos locus o genes exógenos 
segregantes de manera independiente pueden también cruzarse (aparearse) para producir descendencia que 25 
contenga ambos conjuntos de genes o locus. La autopolinización o una progenie apropiada de F1 pueden producir 
plantas homocigotas para ambos locus o genes exógenos. Se contemplan también el retrocruzamiento a una planta 
parental y el cruzamiento con una planta no transgénica, así como la propagación vegetativa. Pueden encontrarse 
descripciones de otros métodos de fitomejoramiento usados comúnmente para diferentes rasgos y cultivos en Fehr, 
en: Breeding Methods for Cultivar Development, Wilcox J. ed., American Society of Agronomy, Madison Wis. (1987). 30 
 
Potenciación de niveles de ARN exógeno y expresión estabilizada 
 
Supresores de silenciamiento 
 35 
En una realización, una célula, planta o parte de planta de la invención comprende un polinucleótido exógeno que 
codifica una proteína supresora del silenciamiento. 
 
El silenciamiento génico postranscripcional (PTGS) es un mecanismo de defensa específico de la secuencia de 
nucleótidos que puede dirigirse a ARNm tanto celular como viral dado que la degradación PTGS ocurre en plantas u 40 
hongos transformados de manera estable o transitoria con ADN extraño (heterólogo) o endógeno y da como 
resultado la acumulación reducida de moléculas de ARN con una similitud de secuencia al ácido nucleico introducido. 
 
Se ha considerado ampliamente que la coexpresión de un supresor de silenciamiento con un transgén de interés 
aumentará los niveles de ARN presente en la célula transcrita del transgén. Mientras que esto se ha comprobado en 45 
las células in vitro, se han observado efectos secundarios significativos en muchos estudios de coexpresión en 
plantas completas. Más específicamente, según se describe en Mallory et al. (2002), Chapman et al. (2004), Chen et 
al. (2004), Dunoyer et al. (2004), Zhang et al. (2006), Lewsey et al. (2007) y Meng et al. (2008), las plantas que 
expresan supresores de silenciamiento, generalmente bajo promotores constitutivos, son a menudo fenotípicamente 
anormales al grado en que no son útiles para la producción comercial. 50 
 
Se ha descubierto recientemente que pueden aumentarse los niveles de moléculas de ARN y/o pueden estabilizarse 
los niveles de moléculas de ARN a lo largo de varias generaciones al limitar la expresión del supresor de 
silenciamiento a una semilla de una planta o parte de esta (documento WO2010/057246). Como se usa en el 
presente documento, una "proteína supresora de silenciamiento" o SSP (por sus siglas en inglés) es cualquier 55 
polipéptido que puede expresarse en una célula vegetal que potencia el producto de nivel de expresión de un 
transgén distinto en la célula vegetal, particularmente a lo largo de generaciones repetidas de la planta transformada 
inicialmente. En una realización, la SSP es un supresor de silenciamiento viral o un mutante de este. Son conocidos 
en la técnica una gran cantidad de supresores de silenciamiento viral e incluyen, pero sin limitación, P19, V2, P38, 
Pe-Po y RPV-P0. En una realización, el supresor de silenciamiento viral comprende aminoácidos con una secuencia 60 
como la proporcionada en cualquiera de las SEQ ID NO 53 a 57, un fragmento biológicamente activo de estas o una 
secuencia de aminoácidos que es al menos en un 50 % idéntica a una o más de las SEQ ID NO 53 a 57 y la cual 
tiene actividad como un supresor de silenciamiento. 
 
Como se usa en el presente documento, las expresiones "expresión estabilizadora", "expresado de manera estable", 65 
"expresión estabilizada" y variaciones de estas hacen referencia a que el nivel de la molécula de ARN es 
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esencialmente el mismo o mayor en plantas de progenie a lo largo de generaciones repetidas, por ejemplo al menos 
tres, al menos cinco o al menos 10 generaciones, en comparación con plantas isogénicas que carezcan el 
polinucleótido exógeno que codifica el supresor de silenciamiento. Sin embargo, estas expresiones no excluyen la 
posibilidad de que, a lo largo de las generaciones repetidas, haya una pérdida de niveles de la molécula de ARN en 
comparación con una generación anterior, por ejemplo, una pérdida no menor a un 10 % por generación. 5 
 
El supresor puede seleccionarse entre cualquier fuente, por ejemplo, planta, virus, mamífero, etc. Véase el 
documento WO2010/057246 para una lista de virus de los cuales puede obtenerse el supresor y la proteína (por 
ejemplo, B2, P14, etc.) o designación de región de codificación para el supresor de cada virus en particular. Pueden 
usarse varias copias de un supresor. Pueden utilizarse juntos diferentes supresores (por ejemplo, en tándem). 10 
 
Moléculas de ARN 
 
Esencialmente, puede expresarse con el supresor de silenciamiento cualquier molécula de ARN que se desee 
expresar en una semilla vegetal. Los polipéptidos codificados pueden estar involucrados en el metabolismo del 15 
aceite, almidón, hidratos de carbono, nutrientes, etc., o pueden ser responsables de la síntesis de proteínas, 
péptidos, ácidos grasos, lípidos, ceras, aceites, almidones, azúcares, hidratos de carbono, sabores, olores, toxinas, 
carotenoides, hormonas, polímeros, flavonoides, proteínas de almacenamiento, ácidos fenólicos, alcaloides, ligninas, 
taninos, celulosas, glicoproteínas, glucolípidos, etc., de preferencia la biosíntesis o montaje de TAG. 
 20 
En un ejemplo en particular, las plantas produjeron un aumento de niveles de enzimas para la producción de aceite 
en plantas tales como Brassicas, por ejemplo colza o girasol, cártamo, lino, algodón, soja, Camelina o maíz. 
 
Niveles producidos de LC-PUFA 
 25 
Son de importancia los niveles de los LC-PUFA o combinación de LC-PUFA que se producen en la parte de planta, 
como la semilla, o célula recombinante. Los niveles pueden expresarse como una composición (en porcentaje) del 
ácido graso total que es un LC-PUFA particular o grupo de LC-PUFA relacionados, por ejemplo los ω3 LC-PUFA, los 
ω6 LC-PUFA, los VLC-PUFA u otros que puedan determinarse por métodos conocidos en la técnica. El nivel 
también puede expresarse como un contenido de LC-PUFA, tal como el porcentaje de LC-PUFA en el peso seco de 30 
material que comprende las células recombinantes, por ejemplo el porcentaje del peso de semillas que son LC-
PUFA. Se apreciará que las LC-PUFA que se producen en una semilla oleaginosa pueden ser considerablemente 
mayores en términos de contenido de LC-PUFA en un vegetal o grano que no se cultiva para producción de aceite, y 
aun así pueden tener composiciones de LC-PUFA similares, y pueden utilizarse ambas como fuentes de LC-PUFA 
para consumo humano o animal. 35 
 
Los niveles de LC-PUFA pueden determinarse mediante cualquiera de los métodos conocidos en la técnica. En un 
método preferido, los lípidos totales se extraen de las células, tejidos u organismos y los ácidos grasos se convierten 
en ésteres metílicos previo al análisis mediante cromatografía de gases (GC, por sus siglas en inglés). Dichas 
técnicas se describen en el Ejemplo 1. La posición del pico en el cromatograma puede utilizarse para identificar cada 40 
ácido graso en particular, y el área bajo cada pico se puede integrar para determinar la cantidad. Como se usa en el 
presente documento, a menos que se indique lo contrario, el porcentaje de ácidos grasos particulares en una 
muestra se determina como el área bajo el pico para ese ácido graso como porcentaje del área total para ácidos 
grasos en el cromatograma. Esto corresponde esencialmente a un porcentaje en peso (p/p). La identidad de los 
ácidos grasos puede confirmarse mediante CG-EM. Pueden separarse los lípidos totales mediante técnicas 45 
conocidas en la técnica para purificar fracciones tales como la fracción TAG. Por ejemplo, puede realizarse una 
cromatografía en capa fina (CCF) en una escala analítica para separar TAG de otras fracciones de lípidos, tales 
como DAC, acil-CoA o fosfolípidos, con la finalidad de determinar específicamente la composición de ácidos grasos 
de TAG. 
 50 
En una realización, la suma total de ARA, EPA, DPA y DHA en los ácidos grasos en los lípidos extraídos está entre 
aproximadamente el 7 % y aproximadamente el 25 % de los ácidos grasos totales en la célula. En una realización 
adicional, el total de ácidos grasos en la célula tiene menos del 1 % de C20:1. En realizaciones preferidas, el TAG 
extraíble en la célula comprende los ácidos grasos en niveles mencionados en el presente documento. También se 
encuentra comprendida cada combinación posible de las características que definen los lípidos descritos en el 55 
presente documento. 
 
El nivel de producción de LC-PUFA en la célula recombinante, planta o parte de planta tal como una semilla también 
puede expresarse como un porcentaje de conversión de un ácido graso de un sustrato específico a uno o más 
ácidos grasos producidos, que se denomina en el presente documento una "eficacia de conversión" o "eficacia 60 
enzimática". Este parámetro está basado en la composición del ácido graso en el lípido extraído de la célula, planta 
o parte de planta o semilla, es decir, la cantidad de los LC-PUFA formados (inclusive otros LC-PUFA derivados de 
estos) como un porcentaje de uno o más sustratos de ácido graso (inclusive todos los ácidos grasos derivados de 
estos). La fórmula general para un porcentaje de conversión es: 100 x (la suma de porcentajes de los LC-PUFA 
producidos y todos los productos derivados de estos)/(la suma de los porcentajes del sustrato de ácido graso y todos 65 
los productos derivados de estos). Con respecto al DHA, por ejemplo, esto puede expresarse como la relación del 
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nivel de DHA (como porcentaje en el total del contenido de ácido graso en el lípido) al nivel de un sustrato de ácido 
grado (por ejemplo, OA, LA, ALA, SDA, ETA O EPA) y todos los productos que no sean DHA derivados del sustrato. 
El porcentaje de conversión o eficacia de conversión puede expresarse para una única etapa enzimática en una vía, 
o para parte de la vía o la vía completa. 
 5 
Las eficacias de conversión específicas se calculan en el presente documento de acuerdo con las fórmulas: 
 

1. OA a DHA = 100 x (% de DHA)/(% de suma para OA, LA, GLA, DGLA, ARA, EDA, ALA, SDA, ETrA, ETA, EPA, 
DPA y DHA). 
2. LA a DHA = 100 x (% de DHA)/(% de suma para LA, GLA, DGLA, ARA, EDA, ALA, SDA, ETrA, ETA, EPA, 10 
DPA y DHA). 
3. ALA a DHA = 100 x (% de DHA)/(% de suma para ALA, SDA, ETrA, ETA, EPA, DPA y DHA). 
4. EPA a DHA = 100 x (% de DHA)/(% de suma para EPA, DPA y DHA). 
5. DPA to DHA (eficacia de ∆4-desaturasa) = 100 x (% de DHA)/(% de suma para DPA y DHA). 
6. Eficacia de ∆12-desaturasa = 100 x (% de suma para LA, GLA, DGLA, ARA, EDA, ALA, SDA, ETrA, ETA, EPA, 15 
DPA y DHA)/ (% de suma para OA, LA, GLA, DGLA, ARA, EDA, ALA, SDA, ETrA, ETA, EPA, DPA y DHA). 
7. Eficacia de ω3-desaturasa = 100 x (% de suma para ALA, SDA, ETrA, ETA, EPA, DPA y DHA)/(% de suma 
para LA, GLA, DGLA, ARA, EDA, ALA, SDA, ETrA, ETA, EPA, DPA y DHA). 
8. OA a ALA = 100 x (% de suma para ALA, SDA, ETrA, ETA, EPA, DPA y DHA)/(% de suma para OA, LA, GLA, 
DGLA, ARA, EDA, ALA, SDA, ETrA, ETA, EPA, DPA y DHA). 20 
9. Eficacia de ∆6-desaturasa (en ALA de sustrato ω3) = 100 x (% de suma para SDA, ETA, EPA, DPA y DHA)/ 
(% de ALA, SDA, ETrA, ETA, EPA, DPA y DHA). 
10. Eficacia de ∆6-elongasa (en SDA de sustrato ω3) = 100 x (% de suma para ETA, EPA, DPA y DHA)/ (% de 
suma para SDA, ETA, EPA, DPA y DHA). 
11. Eficacia de ∆5-desaturasa (en ETA de sustrato ω3) = 100 x (% de suma para EPA, DPA y DHA)/ (% de suma 25 
para ETA, EPA, DPA y DHA). 
12. Eficacia de ∆5-elongasa (en EPA de sustrato ω3) = 100 x (% de suma para DPA y DHA)/ (% de suma para 
EPA, DPA y DHA). 

 
La composición de ácidos grasos del lípido, de preferencia aceite de semilla, de la invención, también se caracteriza 30 
por la relación de ácidos grasos ω6: ácidos grasos ω3 en el contenido total de total ácidos grasos, por ácidos grasos 
ω6 totales:ácidos grasos ω3 totales o por ácidos grasos ω6 nuevos:ácidos grasos ω3 nuevos. Las expresiones 
ácidos grasos ω6 totales, ácidos grasos ω3 totales, ácidos grasos ω6 nuevos y ácidos grasos ω3 nuevos tienen los 
significados definidos en el presente documento. Las relaciones se calculan de la composición de ácidos grasos en 
el lípido extraído de la célula, planta, parte de planta o semilla, de la forma que se ilustra en el presente documento. 35 
Es deseable tener un nivel mayor de ácidos grasos ω3 que ω6 en el lípido y, por lo tanto, se prefiere una relación 
ω6:ω3 inferior a 1,0. Una relación de 0,0 indica una ausencia total de los ácidos grasos ω6 definidos; una relación 
de 0,03 se alcanzó según lo descrito en el Ejemplo 6. Dichas relaciones bajas pueden lograrse a través del uso 
combinado de una ∆6-desaturasa, la cual tiene una preferencia de sustrato ω3 junto con una ω3-desaturasa, en 
particular una ω3-desaturasa fúngica tal como la ω3-desaturasa Pichia pastoris según se ejemplifica en el presente 40 
documento. 
 
El rendimiento de LC-PUFA en peso de semilla también puede calcularse con base en el contenido total de aceite en 
la semilla y el % de DHA en el aceite. Por ejemplo, si el contenido de aceite de la semilla de colza es de 
aproximadamente el 40 % (p/p) y aproximadamente el 12 % del contenido total de ácidos grasos del aceite es DHA, 45 
el contenido de DHA de la semilla es de aproximadamente el 4,8 % o aproximadamente 48 mg por gramo de semilla. 
Según se describe en el Ejemplo 2, el contenido de DHA de la semilla Arabidopsis que tiene aproximadamente el 
9 % de DHA, que tiene un contenido de aceite menor que la colza, era de aproximadamente 25 mg/g de semilla. En 
un contenido de DHA de aproximadamente el 7 %, la semilla de colza o Camelina sativa tiene un contenido de DHA 
de aproximadamente 28 mg por gramo de semilla. La presente invención, por lo tanto, proporciona las plantas 50 
Brassica napus, B. juncea y Camelina sativa y semillas obtenidas de estas, que comprenden al menos 
aproximadamente 28 mg de DHA por gramo de semilla. La semilla tiene un contenido de humedad convencional 
para las semillas maduras cosechadas después del secado (4-15 % de humedad). La invención también proporciona 
un proceso para obtener aceite, que comprende obtener la semilla y extraer el aceite de la semilla, y usos del aceite 
y métodos para obtener la semilla, que comprenden cosechar las semillas de las plantas de acuerdo con la 55 
invención. 
 
La cantidad de DHA producido por hectárea también puede calcularse si se conoce o puede estimarse el 
rendimiento de la semilla por hectárea. Por ejemplo, la colza en Australia normalmente proporciona 
aproximadamente 2,5 toneladas de semilla por hectárea, las cuales, a 40 % de contenido de aceite, proporcionan 60 
aproximadamente 1000 kg de aceite. Al 12 % de DHA en el aceite total, esto proporciona aproximadamente 120 kg 
de DHA por hectárea. Si el contenido de aceite se reduce en un 50 %, esto todavía proporciona aproximadamente 
60 kg de DHA/ha. 
 
Las pruebas a la fecha sugieren que algunas desaturasas expresadas de manera heteróloga en levadura o plantas 65 
tienen una actividad relativamente baja en combinación con algunas elongasas. Esto puede paliar al proporcionar 
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una desaturasa con la capacidad de usar una forma acil-CoA del ácido graso como un sustrato en la síntesis de LC-
PUFA, y se considera que esto conlleva ventajas en células recombinantes, en particular en células vegetales. Una 
combinación particularmente beneficiosa para una síntesis eficaz de DHA es una ω3-desaturasa fúngica, por 
ejemplo como la ω3-desaturasa Pichia pastoris (SEQ ID NO: 12), con una ∆6-desaturasa con una referencia por 
sustratos de acilo ω3 tales como, por ejemplo, la ∆6-desaturasa de Micromonas pusilla (SEQ ID NO: 13) o variantes 5 
de esta con al menos de 95 % de identidad de secuencia de aminoácidos. 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "carece esencialmente" significa que la composición (por 
ejemplo lípido o aceite) comprende poco (por ejemplo, menos de aproximadamente el 0,5 %, menos de 
aproximadamente el 0,25 % o menos de aproximadamente el 0,01 %) o nada del componente definido. En una 10 
realización, "carece esencialmente" significa que el componente no es detectable con una técnica analítica habitual, 
por ejemplo, un ácido graso específico (tal como ácido ω6-docosapentanoico) no puede detectarse con 
cromatografía de gases, según se esboza en el Ejemplo 1. 
 
Producción de aceites 15 
 
Las técnicas que se practican habitualmente en la técnica pueden utilizarse para extraer, procesar y analizar los 
aceites producidos por células, plantas, semillas, etc. de la presente invención. Normalmente, las semillas vegetales 
se cocinan, se exprimen y se extraen para producir aceite en bruto, el cual después se desgoma, refina, blanquea y 
desodoriza. Generalmente, se conocen en la técnica los métodos para triturar semillas. Por ejemplo, las semillas 20 
oleaginosas pueden templarse rociándolas con agua para aumentar el contenido de humedad a, por ejemplo, 8,5 % 
y se descascaran con un rodillo liso con una brecha establecida en 0,23 a 0,27 mm. Dependiendo del tipo de semilla, 
no podrá añadirse agua antes de la trituración. La aplicación de calor desactiva las enzimas, facilita la rotura 
adicional de las células, fusiona las gotas de aceite y aglomera las partículas de proteína, lo que facilita el proceso 
de extracción. 25 
 
En una realización, la mayoría del aceite de semilla se libera mediante pasaje a través de una prensa de tornillo. Las 
tortas expulsadas de la presa de tornillo son extraídas con solventes, por ejemplo, con hexano, con una columna con 
aplicación de calor. De manera alternativa, el aceite en bruto producido mediante la operación de prensa se puede 
hacer pasar a través de un decantador con una superficie de desagüe de cable perforado para quitar los sólidos que 30 
se expresan con el aceite durante la operación de prensa. El aceite aclarado se puede hacer pasar a través de un 
filtro de placa y marco para quitar todas las partículas sólidas y finas. Si se desea, el aceite recuperado del proceso 
de extracción puede combinarse con el aceite aclarado para producir un aceite en bruto mezclado. 
 
Una vez que el solvente se separa del aceite en bruto, las partes prensadas y extraídas se combinan y se someten a 35 
procedimientos normales de procesamiento de aceite. Como se usa en el presente documento, el término 
"purificado", al usarse junto con lípidos u aceites de la invención, normalmente significa que el lípido o aceite se ha 
sometido a una o más etapas de procesamiento de aumento de la pureza del componente de lípido/aceite. Por 
ejemplo, una etapa de purificación puede comprender uno o más del grupo que consiste en: desgomar, desodorizar, 
decolorar, secar y/o fraccionar el aceite extraído. Sin embargo, tal como se usa en el presente documento, el término 40 
"purificado" no incluye un proceso de transesterificación u otro proceso que altere la composición de ácidos grasos 
del lípido o aceite de la invención con la finalidad de aumentar el contenido de DHA como un porcentaje del 
contenido total de ácidos grasos. En otras palabras, la composición de ácidos grasos de los lípidos o aceites 
purificados es esencialmente la misma que la de los lípidos o aceites sin purificar. 
 45 
Desgomado 
 
El desgomado es una etapa temprana en el refinado de aceites y su objetivo primordial es quitar la mayoría de los 
fosfolípidos del aceite, que pueden estar presentes como aproximadamente el 1-2 % del total de los lípidos extraídos. 
La adición de un ~2 % de agua, que normalmente contiene ácido fosfórico, a 70-80 ºC al aceite en bruto da como 50 
resultado la separación de la mayoría de los fosfolípidos acompañados de trazas metálicas y pigmentos. El material 
insoluble que se quita es principalmente una mezcla de fosfolípidos y triacilgliceroles y también se conoce como 
lecitina. El desgomado puede realizarse añadiendo ácido fosfórico concentrado al aceite de semilla para convertir 
fosfátidos no hidratables en una forma hidratable, y para quelar metales menores que están presentes. La goma se 
separa del aceite de semilla mediante centrifugado. 55 
 
Refinación alcalina 
 
La refinación alcalina es uno de los procesos de refinado para el tratamiento de aceite en bruto, denominado a veces 
neutralización. Normalmente se realiza tras el desgomado y antecede el blanqueo. Tras el desgomado, el aceite de 60 
semilla puede tratarse añadiendo una cantidad suficiente de una solución alcalina para titular todos los ácidos 
grasos y ácidos fosfóricos y quitando los jabones que se forman. Los materiales alcalinos adecuados incluyen 
hidróxido de sodio, hidróxido de potasio, carbonato de sodio, hidróxido de litio, hidróxido de calcio, carbonato de 
calcio e hidróxido de amonio. Este proceso normalmente se realiza a temperatura ambiente y quita la fracción de 
ácidos grasos libres. El jabón se quita mediante centrifugado o por extracción en un solvente para el jabón, y el 65 
aceite neutralizado se lava con agua. De ser necesario, cualquier exceso alcalino en el aceite puede neutralizarse 
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con un ácido adecuado, tal como ácido clorhídrico o ácido sulfúrico. 
 
Blanqueo 
 
El blanqueo es un proceso de refinamiento en el cual los aceites se calientan a 90-120 ºC durante 10-30 minutos en 5 
presencia de tierra de blanqueo (0,2-2,0 %) y en ausencia de oxígeno, mediante funcionamiento con nitrógeno, 
vapor o al vacío. Esta etapa en el procesamiento del aceite está diseñada para quitar pigmentos no deseados 
(carotenoides, clorofila, gosipol, etc.) y el proceso también quita productos de oxidación, trazas metálicas, 
compuestos de azufre y trazas de jabón. 
 10 
Desodorización 
 
La desodorización es un tratamiento de aceites y grasas a una temperatura alta (200-260 ºC) y presión baja (0,1–
1 mm Hg). Esto se logra normalmente al introducir vapor en el aceite de semilla a una tasa de aproximadamente 
0,1 ml/minuto/100 ml de aceite de semilla. Después de aproximadamente 30 minutos de inyección de aire, el aceite 15 
de semilla se deja enfriar al vacío. Normalmente, el aceite de semilla se transfiere a un recipiente de vidrio y se llena 
de argón antes de almacenarse en refrigeración. Este tratamiento mejora el color del aceite de semilla y quita una 
mayoría de las sustancias volátiles o compuestos fétidos, inclusive cualquier remanente de ácidos grasos libres, 
monoacilgliceroles y productos de oxidación. 
 20 
Winterización 
 
La winterización es un proceso utilizado ocasionalmente en la producción comercial de aceites para la separación de 
aceites y grasas en fracciones sólidas (estearina) y líquidas (oleínas) mediante cristalización a temperaturas 
subambiente. Se aplicó originalmente al aceite de semilla de algodón para producir un producto carente de sólidos. 25 
Se utiliza normalmente para disminuir el contenido de ácidos grasos saturados de los aceites. 
 
Transesterificación 
 
La transesterificación es un proceso que intercambia los ácidos grasos dentro y entre TAG o transfiere los ácidos 30 
grasos a otro alcohol para formar un éster, inicialmente mediante la liberación de ácidos grasos de los TAG ya sea 
como ácidos grasos libres o como ésteres de ácidos grasos, por lo general ésteres etílicos o ésteres metílicos de 
ácidos grasos. Al combinarse con un proceso de fraccionamiento, la transesterificación puede utilizarse para 
modificar la composición de ácidos grasos de los lípidos (Marangoni et al., 1995). La transesterificación puede 
utilizar medios químicos (por ejemplo, ácido fuerte o base catalizada) o enzimáticos; los últimos utilizan lipasas, las 35 
que pueden tener una posición específica (específica sn-1/3 o sn-2) para el ácido graso en el TAG, o tener una 
preferencia por algunos ácidos grasos sobre otros (Speranza et al., 2012). El fraccionamiento de ácidos grasos para 
aumentar la concentración de LC-PUFA en un aceite puede alcanzarse mediante cualquiera de los métodos 
conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, cristalización por congelación, formación de complejos con urea, 
destilación molecular, extracción con fluido supercrítico y formación de complejos con iones de plata. La formación 40 
de complejos con urea es un método preferido por su simplicidad y eficacia en la reducción del nivel de ácidos 
grasos saturados y monoinsaturados en el aceite (Gamez et al., 2003). Inicialmente, los TAG del aceite se separan 
en sus ácidos grasos componentes, a menudo en forma de ésteres de ácido graso, mediante hidrólisis en 
condiciones de reacción catalizada básica o ácida, donde un mol de TAG se hace reaccionar con al menos 3 moles 
de alcohol (por ejemplo, etanol para ésteres etílicos o metanol para ésteres metílicos) con exceso de alcohol 45 
utilizado para facilitar la separación de los ésteres de alquilo formados y el glicerol que también se forma, o mediante 
lipasas. Estos ácidos grasos libres o ésteres de ácidos grasos, los cuales no son por lo general alterados en la 
composición de ácidos grasos por el tratamiento, pueden mezclarse entonces con una solución etanólica de urea 
para la formación de complejos. Los ácidos grasos saturados y monoinsaturados forman complejos fácilmente con la 
urea y se cristalizan al enfriarse, y pueden, posteriormente, quitarse mediante filtración. La fracción en complejo que 50 
no es de urea se enriquece con LC-PUFA. 
 
Piensos 
 
La presente memoria descriptiva describe composiciones que pueden utilizarse como piensos. Para los fines de la 55 
presente invención, "piensos" o "productos alimenticios" incluye cualquier comida o preparación para consumo 
humano o animal que, al llevarse al cuerpo (a) sirven para nutrir o construir tejidos o proporcionar energía; y/o (b) 
mantener, restaurar o apoyar la función metabólica o el estado nutricional adecuado. Los piensos o productos 
alimenticios producidos de acuerdo con la invención incluyen composiciones nutricionales para bebés y/o niños 
pequeños, tales como, por ejemplo, fórmulas para lactantes y el polvo de la semilla de la invención. 60 
Los piensos o productos alimenticios producidos de acuerdo con la invención comprenden, por ejemplo, una célula 
de la invención, una planta de la invención, la parte de la planta de la invención, la semilla de la invención, un 
extracto de la invención, el producto del método de la invención, el producto del proceso de fermentación como se 
describe en el presente documento o una composición junto con uno o más vehículos adecuados. El término 
"vehículo" se utiliza en su sentido más amplio para abarcar cualquier componente que pueda tener valor nutricional o 65 
no. Como lo apreciará el experto en la técnica, el vehículo debe ser adecuado para su uso (o utilizado en una 
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concentración lo suficientemente baja) en un pienso, de forma que no tenga un efecto perjudicial sobre un 
organismo que consuma el pienso. 
 
El pienso o producto alimenticio producido de acuerdo con la presente invención comprende un aceite, éster de 
ácido graso o ácido graso producido directa o indirectamente a través del uso de los métodos, células o plantas 5 
desvelados en el presente documento. La composición puede estar en forma sólida o líquida. Adicionalmente, la 
composición puede incluir macronutrientes, proteínas, hidratos de carbono, vitaminas y/o minerales productos 
alimenticios en cantidades deseadas para un uso en particular. Las cantidades de estos ingredientes variarán 
dependiendo de si la composición está dirigida al uso con individuos normales o para el uso con individuos con 
necesidades especializadas, tales como individuos que sufren de trastornos metabólicos y similares. 10 
 
Los ejemplos de vehículos adecuados con valor nutricional incluyen, pero sin limitación, macronutrientes tales como 
grasas, hidratos de carbono y proteínas productos alimenticios. Los ejemplos de dichas grasas productos 
alimenticios incluyen, pero sin limitación, aceite de coco, aceite de borraja, aceite fúngico, aceite de cassis, aceite de 
soja, monoglicéridos y diglicéridos. Los ejemplos de dichos hidratos de carbono incluyen (pero sin limitación): 15 
glucosa, lactosa producto alimenticio y almidón hidrolizado. Adicionalmente, los ejemplos de proteínas que pueden 
utilizarse en la composición nutricional descrita en el presente documento incluyen (pero sin limitación) proteínas de 
soja, suero de leche electrodializado, leche desnatada electrodializada, suero de leche o los hidrolizados de estas 
proteínas. 
 20 
Con respecto a las vitaminas y minerales, los siguientes pueden añadirse a las composiciones de pienso o 
productos alimenticios producidas de acuerdo con la presente invención: calcio, fósforo, potasio, sodio, cloruro, 
magnesio, manganeso, hierro, cobre, cinc, selenio, yoduro y Vitaminas A, E, D, C y el complejo B. También pueden 
añadirse otras vitaminas y minerales de este tipo. 
 25 
Los componentes utilizados en las composiciones de pienso o productos alimenticios producidas de acuerdo con la 
presente invención pueden tener origen semipurificado o purificado. Por purificado o semipurificado se entiende un 
material que se preparó mediante purificación de un material natural o mediante síntesis primaria. 
 
Una composición de pienso o producto alimenticio producido de acuerdo con la presente invención también puede 30 
añadirse a comida, incluso cuando no es necesaria la suplementación de la dieta. Por ejemplo, la composición 
puede añadirse a la comida de cualquier tipo, inclusive (pero sin limitación): margarina, manteca modificada, quesos, 
leche, yogur, chocolate, dulces, refrigerios, aceites para ensalada, aceites de cocina, grasas de cocina, carnes, 
pescado y bebidas. 
 35 
El género Saccharomyces spp se utiliza en la destilación de la cerveza y la confección de vino, y también es un 
agente en el horneado, particularmente de pan. También son útiles otras levaduras tales como levadura oleaginosa, 
inclusive, por ejemplo, Yarrowia spp, en la producción de LC-PUFA. Las levaduras pueden utilizarse como un aditivo 
en la alimentación animal, tal como la acuacultura. Será aparente que pueden proporcionarse cepas de levadura 
modificadas genéticamente que están adaptadas para sintetizar LC-PUFA, según se describe en el presente 40 
documento. Estas cepas de levadura, o los LC-PUFA producidos en ellas, pueden utilizarse en productos 
alimenticios y en la producción de vino y cerveza para proporcionar productos que tengan un contenido potenciado 
de ácidos grasos. 
 
Adicionalmente, también pueden utilizarse los ácidos grasos producidos de acuerdo con la presente invención o las 45 
células hospedadoras transformadas para contener y expresar los genes en cuestión como complementos de 
alimento animal para alterar la composición de ácidos grasos el tejido, huevos o leche de un animal para un 
consumo humano o animal más deseable. Los ejemplos de dichos animales incluyen ovejas, ganado, caballos, aves 
de corral tales como pollos y similares. 
 50 
Adicionalmente, los piensos producidos de acuerdo con la invención pueden utilizarse en acuacultura para mejorar 
los niveles de ácidos grasos en los peces o en crustáceos tales como, por ejemplo, langostinos para consumo 
humano o animal. El salmón es un pez preferido. 
 
Los piensos o productos alimenticios preferidos producidos de acuerdo con la invención son las plantas, semillas y 55 
otras partes de plantas, tales como las hojas y los tallos, que puedan ser utilizadas directamente como comida o 
alimento para seres humanos u otros animales. Por ejemplo, los animales pueden alimentarse directamente de las 
plantas cultivadas en el campo o ser alimentados con cantidades más medidas en alimentación controlada. La 
invención incluye el uso de dichas plantas y partes de plantas como alimento para aumentar los niveles de LC-PUFA 
en seres humanos y otros animales. 60 
Composiciones 
 
La presente solicitud también describe composiciones, particularmente composiciones farmacéuticas que 
comprenden uno o más de los ácidos grasos y/o aceites resultantes producidos utilizando los métodos de la 
invención. 65 
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Una composición farmacéutica puede comprender uno o más de los ácidos grasos y/o aceites, en combinación con 
un adyuvante, vehículo o excipiente convencional, conocido, no tóxico y farmacéuticamente aceptable, tal como 
salina tamponada con fosfato, agua, etanol, polioles, aceites vegetales, un agente humectante o una emulsión tal 
como una emulsión agua/aceite. La composición puede estar en forma sólida o líquida. Por ejemplo, la composición 
puede estar en forma de comprimido, cápsula, polvo o líquido ingerible, inyectable o crema o ungüento tópico. 5 
Puede mantenerse una fluidez propicia, por ejemplo, al mantener el tamaño de partículas necesario en el caso de 
las dispersiones y mediante el uso de tensioactivos. También puede ser deseable incluir agentes isotónicos, por 
ejemplo, azúcares, cloruro de sodio y similares. Además de dichos diluyentes inertes, la composición también puede 
incluir adyuvantes, tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes y de suspensión, agentes edulcorantes, 
agentes aromatizantes y agentes perfumantes. 10 
 
Las suspensiones, además de los compuestos activos, pueden comprender agentes de suspensión tales como 
alcoholes isoestearílicos etoxilados, polioxietileno sorbitol y ésteres de sorbitán, celulosa microcristalina, 
metahidróxido de aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto, o mezclas de estas sustancias. 
 15 
Las formas sólidas de dosificación tales como comprimidos y cápsulas pueden prepararse con métodos conocidos 
en la técnica. Por ejemplo, los ácidos grasos producidos de acuerdo con la presente invención pueden hacerse 
comprimidos con bases convencionales de comprimidos tales como lactosa, sacarosa y almidón de maíz, junto con 
aglutinantes tales como goma arábiga, almidón de maíz o gelatina, agentes disgregantes, tales como almidón de 
patata o ácido algínico, y un lubricante, tal como ácido esteárico o estearato de magnesio. Las cápsulas pueden 20 
prepararse incorporando estos excipientes en una cápsula de gelatina junto con antioxidantes y el o los ácidos 
grasos pertinentes. 
 
Para la administración intravenosa, los ácidos grasos producidos de acuerdo con la presente invención o los 
derivados de estos pueden incorporarse en formulaciones comerciales. 25 
 
Una dosificación típica de un ácido graso en particular es de 0,1 mg a 20 g, tomada de una a cinco veces por día 
(hasta 100 g por día) y se encuentra, de preferencia, en el intervalo de aproximadamente el 10 mg a 
aproximadamente el 1, 2, 5 o 10 g por día (en una o múltiples dosis). Según se conoce en la técnica, es deseable un 
mínimo de aproximadamente el 300 mg/día de ácidos grasos, especialmente LC-PUFA. Sin embargo, se apreciará 30 
que cualquier cantidad de ácidos grasos será beneficiosa para el sujeto. 
 
Las posibles vías de administración de las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento 
incluyen, por ejemplo, enteral (por ejemplo, oral y rectal) y parenteral. Por ejemplo, una preparación líquida puede 
administrarse por vía oral o rectal. Adicionalmente, una mezcla homogénea puede dispersarse completamente en 35 
agua y mezclarse en condiciones estériles con conservantes, tampones, propulsores o diluyentes fisiológicamente 
aceptables, para formar un pulverizador o inhalador. 
 
La dosificación de la composición a ser administrada al paciente puede determinarse por un experto en la técnica y 
depende de varios factores tales como el peso del paciente, la edad del paciente, salud general del paciente, historia 40 
anterior del paciente, la situación inmunitaria del paciente, etc. 
 
Adicionalmente, las composiciones descritas en el presente documento pueden utilizarse con fines cosméticos. 
Puede añadirse a composiciones cosméticas preexistentes, de modo que se forme una mezcla o puede utilizarse un 
ácido graso producido de acuerdo con la solicitud objeto como el único ingrediente "activo" en una composición 45 
cosmética. 
 
Ejemplos 
 
Ejemplo 1. Materiales y métodos 50 
 
Expresión de genes en células vegetales en un sistema de expresión transitoria 
 
Las construcciones genéticas exógenas se expresaron en células vegetales en un sistema de expresión transitoria 
esencialmente según lo descrito por Voinnet et al. (2003) y Wood et al. (2009). Se introdujeron a la cepa AGL1 de 55 
Agrobacterium tumefaciens los plásmidos que contenían una región de codificación a expresar de un promotor 
constitutivo fuerte tal como el promotor CaMV 35S. Un gen quimérico 35S:p19 para la expresión del supresor de 
silenciamiento viral p19 se introdujo por separado a AGL1, según se describe en el documento WO 201/057246. Las 
células recombinantes de Agrobacterium se cultivaron a 28 ºC en caldo LB complementado con 50 mg/l de 
kanamicina y 50 mg/l de rifampicina en la fase estacionaria. Las bacterias se precipitaron por centrifugado a 5000 g 60 
durante 15 minutos a temperatura ambiente antes de resuspenderse a DO600 = 1,0 en un tampón de filtración con 
MES 10 mM pH 5,7, MgCl2 10 mM y acetosiringona 100 M. Las células se incubaron a 28 ºC con agitación durante 3 
horas antes de mezclar volúmenes iguales de cultivos de Agrobacterium que contenían 35S:p19 y la o las 
construcciones quiméricas de prueba de interés, antes de la filtración al tejido foliar. Las plantas se cultivaron 
normalmente durante cinco días más después de la filtración antes de que los discos de hoja se tomaran y se 65 
liofilizaron para el análisis por CG de los ácidos grasos. 
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Los ésteres metílicos de ácidos grasos (FAME) de lípidos de hoja totales en muestras liofilizadas se produjeron al 
incubar las muestras en una solución de metanol/HCl/diclorometano (10/1/1 v/v) durante 2 horas a 80 ºC junto con 
una cantidad conocida de ácido hexadecanoico como un patrón interno. Los FAME se extrajeron en hexano/DCM, 
se concentraron a un volumen pequeño en hexano y se inyectaron en una CG. La cantidad de ácidos grasos 5 
individuales y totales presentes en las fracciones de lípido se cuantificaron sobre la base de la cantidad conocida de 
patrón interno. 
 
Análisis por cromatografía de gases (CG) de ácidos grasos 
 10 
Los FAME se analizaron mediante cromatografía de gases con Agilent Technologies 7890A CG (Palo Alto, California, 
EE.UU.) equipado con una columna SGE-BPX70 de 30 m (70 % de cianopropil polisilfenileno-siloxano, 0,25 mm de 
diámetro interior, 0,25 mm de grosor de película), un FID, un inyector con/sin división y un inyector y muestreador 
automático Agilent Technologies 7693 Series. Se utilizó helio como gas transportador. Las muestras se inyectaron 
en el modo división (proporción 50:1) a una temperatura de horno de 150 ºC. Tras la inyección la temperatura del 15 
horno se mantuvo a 150 ºC durante 1 minuto y se aumentó a 210 ºC a 3 ºC.min-1, se aumentó nuevamente a 240 ºC 
a 50 ºC.min-1 y finalmente se mantuvo durante 1,4 min a 240 ºC. Los picos se cuantificaron con el software 
ChemStation de Agilent Technologies (Rev B.04,03 (16), Palo Alto, California, EE.UU.) con base en la respuesta de 
la cantidad conocida del patrón externo GLC-411 (Nucheck) y el patrón interno C17:0-ME. 
 20 
Análisis de lípidos de cromatografía líquida - espectrometría de masas (CL-EM) 
 
Los lípidos totales se extrajeron de semillas desarrolladas liofilizadas doce días después de florecer (daf) y semillas 
maduras tras añadir una cantidad conocida de tri-C 17:0-TAG como un patrón interno de valoración. Los lípidos 
extraídos se disolvieron en 1 ml de hidroxitolueno butilado 10 mM en butanol:metanol (1:1 v/v) por 5 mg de material 25 
seco y se analizaron con un LC Agilent 1200 series y un CL-EM triple cuadrupolo de ionización por 
electronebulización 6410b. Los lípidos se separaron con cromatografía usando una columna Ascentis Express RP-
Amide (50 mm x 2,1 mm, 2,7 µm, Supelco) operando un gradiente binario con una velocidad de flujo de 0,2 mL/min. 
Las fases móviles fueron: A. formiato de amonio 10 mM en H2O:metanol:tetrahidrofurán (50:20:30 v/v/v); B. formiato 
de amonio 10 mM en H2O:metanol:tetrahidrofurán (5:20:75 v/v/v). Las listas de monitoreo de reacción múltiple (MRM) 30 
se basaron en los siguientes ácidos grasos principales: 16:0, 18:0, 18:1, 18:2, 18:3, 18:4, 20:1, 20:2, 20:3, 20:4, 20:5, 
22:4, 22:5, 22:6 con una energía de colisión de 30 V y un fragmentador de 60 V. Se identificó el TAG de MRM 
individual con base en el hierro precursor amoniado y el hierro producido de la pérdida neutral de 22:6. El TAG se 
cuantificó con un patrón externo de triestearina 10 µM. 
 35 
Determinación del perfil del contenido de aceite y ácidos grasos de la semilla 
 
Donde había que determinar el contenido de aceite, las semillas se secaron en un desecador durante 24 horas y se 
transfirieron aproximadamente 4 mg de semillas a un vial de vidrio de 2 ml con tapa rosca de teflón. Se añadieron al 
vial 0,05 mg de triheptadecanoína disueltos en 0,1 ml de tolueno como patrón interno. 40 
 
Los FAME de las semillas se prepararon añadiendo 0,7 ml de HCl metanólico 1N (Supelco) al vial que contenía 
material de semilla, se agitaron brevemente con formación de vórtice y se incubaron a 80 ºC durante 2 horas. Tras 
enfriar a temperatura ambiente, se añadieron 0,3 ml de NaCl al 0,9 % (p/v) y 0,1 ml de hexano al vial y se mezcló 
bien durante 10 minutos en Heidolph Vibramax 110. Los FAME se recolectaron en un inserto de vidrio de 0,3 ml y se 45 
analizaron mediante CG con un detector de ionización de llama (FID), según ha mencionado anteriormente. 
 
Las áreas de pico de FAME individuales se corrigieron primero sobre la base de las respuestas de las áreas de pico 
de cantidades conocidas de los mismos FAME presentes en un patrón comercial GLC-411 (NU-CHEK PREP, INC., 
EE.UU.). GLC-411 contiene cantidades iguales de 31 ácidos grasos (% en peso) en un intervalo de C8:0 a C22:6. 50 
En el caso de los ácidos grasos, que no estaban presentes en el patrón, los inventores tomaron las respuestas de 
las áreas de pico de los FAME más parecidos. Por ejemplo, la respuesta del área de pico de los FAME de 16:1d9 se 
utilizó para 16:1d7 y la respuesta de FAME de C22:6 se utilizó para C22:5. Las áreas corregidas se utilizaron para 
calcular la masa de cada FAME en la muestra mediante comparación con la masa del patrón interno. El aceite se 
almacena principalmente en forma de TAG y su peso se calculó con base en el peso de FAME. Se determinó el total 55 
de moles de glicerol mediante el cálculo de moles por cada FAME y la división del total de moles de FAME entre tres. 
El TAG se calculó como la suma de glicerol y restos de ácidos grasos con una relación: % de aceite en peso = 100x 
((41x total mol FAME/3)+(total g FAME- (15x total mol FAME)))/g semilla, donde 41 y 15 son pesos moleculares del 
resto de glicerol y grupo metilo, respectivamente. 
 60 
Análisis del contenido de esterol de las muestras de aceite 
 
Las muestras de aproximadamente 10 mg de aceite, junto con una alícuota añadida de C24:0 monol como patrón 
interno, se saponificaron con 4 ml de KOH al 5 % en MeOH al 80 % y se calentaron durante 2 horas a 80 ºC en un 
tubo de vidrio con tapa rosca de teflón. Después de enfriarse la mezcla de reacción, se añadieron 2 ml de agua Milli-65 
Q y los esteroles se extrajeron en 2 ml de hexano:diclorometano (4:1 v/v) mediante agitación y formación de vórtice. 
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La mezcla se centrifugó y el extracto de esterol se quitó y lavó con 2 ml de agua Milli-Q. El extracto de esterol se 
quitó después de agitar y centrifugar. El extracto se evaporó con una corriente de gas de nitrógeno y los esteroles se 
sililaron con 200 ml de BSTFA y calentamiento durante 2 horas a 80 ºC. 
 
Para el análisis CG/CG-EM de los esteroles, se secaron los derivados de esterol-OTMSi en una corriente de gas de 5 
nitrógeno en un bloque térmico a 40 ºC y luego se redisolvieron en cloroformo o hexano inmediatamente antes del 
análisis CG/CG-EM. Los derivados de esterol-OTMS se analizaron mediante cromatografía de gases (CG) con 
Agilent Technologies 6890A CG (Palo Alto, California, EE.UU.) equipado con una columna capilar de sílice fundida 
(15 m x 0,1 mm d.i., 0,1 µm de grosor de película), un FID, un inyector con/sin división y un inyector y muestreador 
automático Agilent Technologies 7683B Series. El helio fue el gas transportador. Las mezclas se inyectaron en el 10 
modo sin división a temperatura de horno de 120 ºC. Tras la inyección, la temperatura del horno se aumentó a 
270 ºC a 10 ºC min–1 y finalmente a 300 ºC a 5 ºC min–1. Los picos se cuantificaron con software Agilent 
Technologies ChemStation (Palo Alto, California, EE.UU.). Los resultados de CG están sujetos a un error de ± el 5 % 
de áreas componentes individuales. 
 15 
Los análisis por CG-espectrometría de masas (CG-EM) se realizaron en un CG-EM Finnigan Thermoquest GCQ y 
un CG-EM Finnigan Thermo Electron Corporation; ambos sistemas se ajustaron con un inyector en columna y 
software Thermoquest Xcalibur (Austin, Texas, EE.UU.). Cada CG se ajustó con una columna capilar de polaridad 
similar a la descrita anteriormente. Los componentes individuales se identificaron con datos del espectro de masas y 
mediante comparación de datos de tiempo de retención con los obtenidos para patrones de laboratorio y auténticos. 20 
Simultáneamente, se realizó un análisis en blanco de procedimiento completo al lote de muestra. 
 
Condiciones de TI-PCR 
 
La amplificación por PCR con transcripción inversa (TI-PCR) se realizó normalmente con el sistema de TI-PCR 25 
Superscript III One-Step (Invitrogen) en un volumen de 25 µl con 10 pmol del cebador hacia adelante y 30 pmol del 
cebador inverso, MgSO4 en una concentración final de 2,5 mmM, 400 ng de ARN total con componentes de 
nucleótidos y tampón de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los regímenes típicos de temperatura fueron: 
1 ciclo de 45 ºC durante 30 minutos para que ocurriera la transcripción inversa; luego, 1 ciclo de 94 ºC durante 2 
minutos seguidos de 40 ciclos de 94 ºC durante 30 segundos, 52 ºC durante 30 segundos, 70 ºC durante 1 minuto; 30 
luego, 1 ciclo de 72 ºC durante 2 minutos antes de enfriar las mezclas de reacción a 5 ºC. 
 
Producción de embriones somáticos de B. napus mediante inducción con 35S-LEC2 
 
Las semillas de B. napus (cv. Oscar) se esterilizaron con gas de cloro según lo descrito por (Attila Kereszt et al., 35 
2007). Las semillas esterilizadas se germinaron en medio de EM de potencia 1/2 (Murashige y Skoog, 1962) con 
agar al 0,8 % ajustado a pH 5,8 y cultivado a 24 ºC con luces fluorescentes (50 µE/m2s) con un fotoperíodo de 18/6 h 
(luz/oscuridad) durante 6-7 días. Los pecíolos cotiledonares con una longitud de tallo de 2-4 mm se aislaron de 
manera aséptica de esas plántulas y se utilizaron como explantos. Los cultivos de la cepa transformada de A. 
tumefaciens AGL1, uno de ellos con un vector binario específico de la semilla y el segundo con una construcción 40 
35S-LEC2, se inocularon de colonias únicas de placas frescas y se cultivaron en 10 ml de medio LB con antibióticos 
apropiados y se cultivaron durante la noche a 28 ºC con agitación a 150 rpm. Las células bacterianas se recogieron 
mediante centrifugado a 4000 rpm durante 5 minutos, se lavaron con medio de EM con sacarosa al 2 % y se 
resuspendieron en 10 ml del mismo medio, y se cultivaron con antibióticos para la selección, según fuera apropiado, 
4 horas después de la adición de acetosiringona a 100 µM. Dos horas después de la adición a los tejidos vegetales, 45 
se añadió espermidina a una concentración final de 1,5 mM y la densidad final de las bacterias se ajustó a DO 600 
nm = 0,4 con medio fresco. Los dos cultivos bacterianos, uno con la construcción específica de la semilla y el otro 
con 35S-AtLEC2, se mezclaron en proporciones 1:1 y 1:1,5. 
 
Los pecíolos cotiledonares de B. napus recientemente aislados se infectaron con 20 ml de cultivos de A. tumefaciens 50 
durante 6 minutos. Los pecíolos cotiledonares se transfirieron en papel de filtro estéril para quitar el exceso de A. 
tumefaciens y luego se transfirieron a medio de cocultivo (medio de EM con 1 mg/l de TDZ, 0,1 mg/l de NAA, 100 µM 
de acetosiringona complementada con L-cisteína (50 mg/l), ácido ascórbico (15 mg/l) y MES (250 mg/l)). Las placas 
se sellaron con cinta micropore y se incubaron en la oscuridad a 24 ºC durante 48 horas. Los explantos cocultivados 
se transfirieron a medio de preselección ((EM con 1 mg/l de TDZ, 0,1 mg/l de NAA, 3 mg/l de AgNO3, 250 mg/l de 55 
cefotaxima y 50 mg/l de timentina) y se cultivaron durante 4-5 días a 24 ºC con un fotoperíodo de 16 horas/8 horas. 
Los explantos se transfirieron a medio de selección (EM con 1 mg/l de TDZ, 0,1 mg/l de NAA, 3 mg/l de AgNO3, 
250 mg/l de cefotaxima y 50 mg/l de timentina) de acuerdo con el gen marcador seleccionable en el vector 
específico de la semilla y se cultivaron durante 2-3 semanas a 24 ºC con un fotoperíodo de 16 horas/8 horas. Los 
explantos con callos embriogénicos verdes se transfirieron a medio de EM sin hormonas (EM con 3 mg/l de AgNO3, 60 
250 mg/l de cefotaxima, 50 mg/l de timentina y el agente de selección) y se cultivaron durante 2-3 semanas más. Los 
embriones en etapa torpedo o cotiledonar aislados de explantos sobrevivientes en el medio de selección se 
analizaron en búsqueda de la composición de ácidos grasos en sus lípidos totales con CG. 
 
Ejemplo 2. Expresión estable de vías de DHA transgéni cas en semillas de Arabidopsis thaliana 65 
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Construcción del vector binario 
 
Los vectores binarios pJP3416-GA7 y pJP3404 contenían, cada uno, siete genes heterólogos de biosíntesis de 
ácidos grasos que codificaban 5 desaturasas y 2 elongasas, y un marcador seleccionable de planta entre las 
repeticiones de los bordes izquierdo y derecho del ADN-T presente en cada vector (Figuras 2 y 3). La SEQ ID NO:1 5 
proporciona la secuencia de nucleótidos de la región de ADN-T de pJP3416-GA7 de las secuencias de borde 
derecho al izquierdo. Ambas construcciones genéticas contenían genes vegetales optimizados por codones que 
codificaban una desaturasa ∆12 de Lachancea kluyveri (que comprendía los nucleótidos 14143-16648 de la SEQ ID 
NO: 1), una desaturasa ∆6 de Micromonas pusilla (que comprendía los nucleótidos 226-2309 de la SEQ ID NO: 1), 
las desaturasas ∆5 y ∆4 de Pavlova salina (que comprendían los nucleótidos 4524-6485 y 10157-14142 de la SEQ 10 
ID NO: 1, respectivamente) y las elongasas ∆6 y ∆5 de Pyramimonas cordata (que comprendían los nucleótidos 
2310-4523 y 17825-19967 de la SEQ ID NO: 1, respectivamente). Las regiones específicas de la región de ADN-T 
(Orientación: secuencias de borde izquierdo a derecho) del vector binario pJP3416-GA7 con respecto a la SEQ ID 
NO: 1 son las siguientes: 

 15 
Nucleótidos 1-163: Borde derecho; 480-226, terminador de la nopalina sintasa de Agrobacterium tumefaciens 
(TER_NOS); 1883-489, desaturasa ∆6 de Micromonas pusilla; 2309-1952, promotor de napina truncado de 
Brassica napus (PRO_FP1); 2310-3243, promotor FAE1 de Arabidopsis thaliana (PRO_FAE1); 3312-4181, 
elongasa ∆6 de Pyramimonas cordata; 4190-4523, terminador de lectina de Glycine max (TER_Lectina); 4524-
4881, PRO_FP1; 4950-6230: desaturasa ∆5 de Pavlova salina; 6231-6485: TER_NOS; 7653-6486, región de 20 
unión a la matriz de Rb7 de Nicotiana tabacum (MAR); 8387-7654, terminador de conlinina1 de Linum 
usitatissimum (TER_Cnl1); 9638-8388, desaturasa ω3 de Pichia pastoris; 10156-9707, promotor de conlinina1 de 
Linum usitatissimum (PRO_Cnl1); 10157-12189, promotor de conlinina1 de Linum usitatissimum; 12258-13604, 
desaturasa ∆4 de Pavlova salina; 13605-14142, terminador de conlinina2 de Linum usitatissimum; 14143-14592, 
PRO_Cnl1; 14661-15914, desaturasa ∆12 de Lachancea kluyveri; 15915-16648, TER_Cnl1; 17816-16649, MAR; 25 
17825-18758, PRO_FAE1; 18827-19633, elongasa ∆5 de Pyramimonas cordata; 19634-19967, TER_Lectina; 
19990-20527, promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor con región duplicada del potenciador; 20537-
21088, fosfinotricin-N-acetiltransferasa de Streptomyces viridochromogenes ; 21097-21349, TER_NOS; 21367-
21527, borde izquierdo. 

 30 
Cada una de las siete regiones de codificación en las construcciones estaba bajo el control de un promotor 
específico de la semilla - se utilizaron tres promotores diferentes, a saber, el promotor de napina truncado de 
Brassica napus (pBnFP1), el promotor FAE1 de Arabidopsis thaliana (pAtFAE1) y el promotor de conlinina1 de 
Linum usitatissimum (pLuCnl1). Los siete genes de biosíntesis de ácidos grasos, en conjunto, codificaron una vía 
completa de síntesis de DHA que estaba diseñada para convertir 18:1∆9 (ácido oleico) en 22:6∆4,7,10,13,16,19 35 
(DHA). Ambos vectores binarios contenían una región de codificación de marcador seleccionable de planta BAR 
unida operativamente a un promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) con región duplicada del 
potenciador y un terminador de la transcripción de la región 3' de poliadenilación de A. tumefaciens. El marcador 
seleccionable de la planta estaba situado adyacente al borde izquierdo de la región de ADN-T y, por ende, ubicado 
de manera distal en el ADN-T con respecto a la orientación de la transferencia de ADN-T a las células vegetales. 40 
Esto aumentó la probabilidad de que una transferencia parcial del ADN-T, la cual probablemente no incluiría el gen 
marcador seleccionable, no fuera seleccionada. Tanto pJP3416-GA7 como pJP3404 contenían un origen de 
replicación RiA4 de Agrobacterium rhizogenes (Hamilton, 1997). 
 
El pJP3416-GA7 se generó mediante la síntesis de la región de ADN correspondiente a los nucleótidos 226-19975 45 
de la SEQ ID NO: 1 (región GA7) y la inserción de esta región en el vector binario receptor pJP3416 en el sitio 
PspOMI. Cada gen biosintético de ácido graso en GA7 incluía una secuencia de región 5' no traducida (5’UTR) del 
virus del mosaico de tabaco, la cual se encontraba unida operativamente a cada región de codificación, entre el 
promotor y la iniciación de la traducción ATG, para maximizar la eficacia de la traducción de los ARNm producidos 
de los genes. La construcción GA7 también incluía dos secuencias de región de unión a la matriz (MAR) de Rb7 de 50 
Nicotiana tabacum, según lo descrito por Hall et al. (1991). Las secuencias MAR, a veces denominadas regiones de 
unión nuclear, pueden unirse específicamente a la matriz nuclear in vitro y pueden mediar la unión de la cromatina a 
la matriz nuclear in vivo. Se piensa que las MAR funcionan para reducir el silenciamiento de transgenes. En 
pJP3416-GA7, las MAR también se insertaron y posicionaron dentro de la región de ADN-T para que funcionaran 
como espaciadores de ADN para aislar los casetes de expresión génica. El vector pJP3416, antes de la inserción de 55 
la región GA7, contenía únicamente el casete del marcador seleccionable de la planta entre los bordes. 
 
La construcción genética pJP3404 se hizo mediante inserciones basadas en enzimas de restricción de secuencias 
en las que se añadieron casetes génicos al vector binario, pJP3367, que comprendía genes para la producción de 
SDA en las semillas. Esta construcción contenía genes que codificaban la ∆12-desaturasa de L. kluyveri y la ω3-60 
desaturasa de P. pastoris de ambas expresadas mediante el promotor de napin truncado (FP1) B. napus, y la ∆6-
desaturasa de M. pusilla expresada mediante el promotor FAE1 A. thaliana (Figura 4). Primero, el intrón FAD2 de A. 
thaliana se flanqueó por sitios EcoRI y se clonó en el sitio pJP3367 MfeI para generar pJP3395. Un fragmento que 
contenía los casetes P. cordata ∆6- y ∆5-elongasa impulsados por los promotores FAE1 y FP1, respectivamente, se 
clonó en el sitio KasI de pJP3395 para generar pJP3398. pJP3399 se generó entonces mediante el reemplazo del 65 
origen de replicación RK2 en pJP3398 con un origen de replicación RiA4. El vector binario final, pJP3404, se generó 
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mediante la clonación del fragmento flanqueado SbfI que contenía los casetes de P. salina ∆5- y ∆4-desaturasa 
impulsados por los promotores FP1 y FAE1, respectivamente, en el sitio SbfI de pJP3399. 
 
Transformación de A. thaliana y análisis de la composición del ácido graso 
 5 
Los vectores quiméricos se introdujeron en la cepa AGL1 de A. tumefaciens y en células de cultivos de 
Agrobacterium transformado usado para tratar plantas A. thaliana (ecotipos Columbia y un mutante fad2) usando el 
método de inmersión floral para la transformación (Clough y Bent, 1998). Después de la maduración, las semillas T1 
de las plantas tratadas se cosecharon y se colocaron en placas de EM que contenían PPT para seleccionar las 
plantas que contenían el gen marcador de selección BAR. Las plántulas sobrevivientes saludables T1 se 10 
transfirieron al suelo. Después de que las plantas crecieron hasta la madurez y se permitió la autofertilización, las 
semillas T2 de estas plantas se cosecharon y la composición del ácido graso del lípido de la semilla se analizó por 
análisis CG tal como se describe en el Ejemplo 1. 
 
Los datos del nivel de DHA en los lípidos de la semilla se muestran en la Figura 5 (canales etiquetados T2) para 13 15 
transformantes usando pJP3416-GA7 en el fondo genético Columbia, y para seis transformantes usando el mutante 
fad2. La construcción pJP3416-GA7 resulta en la producción de niveles de DHA ligeramente superiores, como un 
porcentaje del contenido total de ácido graso, en promedio que los de la construcción pJP3404. La tabla 4 muestra 
la composición del ácido graso del lípido total de la semilla de las estirpes T2 con los niveles de DHA más elevados. 
Las eficacias de conversión calculadas para cada etapa enzimática en la producción de DHA a partir de ácido oleico 20 
en las mismas semillas se muestran en la Tabla 5. Las eficacias de conversión se calcularon como (% de producto x 
100)/(sustrato restante + % de producto) expresado de este modo como un porcentaje. 
 
El nivel más elevado de DHA producido que se observó en las estirpes transformadas de pJP3416-GA7 T2 fue del 
6,2 %, con un 0,5 % de EPA y un 0,2 % de DPA adicionales (estirpe n.º 14). Estas semillas T2 aún estaban 25 
segregando para el transgén, es decir, todavía no eran homocigotos uniformes. Los datos recopilados de los perfiles 
del lípido total de la semilla de la semilla transgénica independiente (Tabla 4) se muestran en la Tabla 6. Los niveles 
de ácidos grasos ω3 producidos como resultado de los transgenes en estas semillas (total de ácidos grasos ω3 
nuevos, sin incluir el nivel de ALA que se produjo de forma endógena en el fondo genético Columbia) fue del 10,7 % 
mientras que el nivel de ácidos grasos ω6 (total de ácidos grasos ω6 nevos, sin incluir 18:2∆9,12) fue del 1,5 %. 30 
Esto representa una relación extremadamente favorables de ácidos grasos ω3 nuevos:ácidos grasos ω6 nuevos, a 
saber 7,3:1. 
 
Las semillas T2 de estirpes seleccionadas transformadas con pJP3416-GA7, a saber, para las estirpes designadas 7, 
10, 14, 22 y 34 en el fondo genético Columbia y para las estirpes designadas 18, 21 y 25 en el fondo genético 35 
mutante fad2, se colocaron en placas de medios de EM que contenían PPT para la selección de plántulas 
transgénicas in vitro. Veinte plántulas resistentes a PPT para cada estirpe se transfirieron al suelo y se cultivaron 
hasta la madurez después de la autofertilización. Era muy probable que estas plantas fueran homocigotas para el 
gen marcador de selección, y de este modo, para al menos una inserción de ADN-T en el genoma de las plantas. 
Las semillas T3de estas plantas se cultivaron y analizaron para obtener su composición de ácidos grasos en su 40 
aceite de semilla por CG. Los datos se muestran en la Tabla 7. El análisis reveló que la construcción pJP3416-GA7 
generó niveles más altos de ω3 LC-PUFA DHA en las semillas T3 de las plantas homocigotas en la semilla T2 que 
segrega. Se observó hasta aproximadamente el 13,9 % de DHA en la estirpe transformada pJP3416-GA7 T3 
designada 22.2 en el fondo genético Columbia, aumentado a partir del 5,5 % en la semilla hemicigota T2, con un 
nivel total de aproximadamente el 24,3 % de ácidos grasos ω3 nuevos como un porcentaje del total de ácidos 45 
grasos en el contenido lípido de la semilla. Los ácidos grasos ω6 nuevos estaban a un nivel del 1,1 % del total de 
ácidos grasos, representando una relación muy favorable de ácidos grasos ω3 nuevos:ácidos grasos ω6 nuevos, a 
saber, aproximadamente 22:1. De manera similar, los transformantes en el fondo genético mutante fad2 rindieron un 
0,6 % como total de ácidos grasos ω3 nuevos, que incluye el 11,5 % de DHA, como un porcentaje del total de ácidos 
grasos en el contenido lípido de la semilla. 50 
 
Tabla 4.  La composición del ácido graso del lípido total de la semilla a partir de semillas transgénicas 
independientes T2 Arabidopsis con niveles en el extremo más alto del intervalo observado. ‘Col’ se refiere al ecotipo 
Columbia y ‘FAD2’ al ecotipo mutante fad2. ‘GA7’ se refiere a la transformación con el ADN-T del vector pJP3416-
GA7, pJP3404 con el ADN-T del vector pJP3404. Los ácidos grasos20:1n-9 y 20:1n-11 no se resolvieron en el 55 
análisis por CG. "Otros ácidos grasos menores" incluyen 14:0, 16:1n7, 16:1n9, 16:1n13t, 16:2n6, 16:3n3, i18:0, 
18:1n5, 20:1n5, 22:0, 22:1n7, 22:1n11/n13, 24:0, 24:1n9. 
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16:0 9,6 7,8 8,7 8,2 8,7 8,6 8,3 9,7 7,2 8,5 7,5 

18:0 2,9 3,9 3,7 3,9 3,6 3,3 3,4 3,6 3,2 3,9 3,0 

18:1d11 2,2 1,8 2,0 1,9 2,0 2,3 2,3 2,7 1,9 2,0 1,8 

20:0 1,6 2,3 2,0 2,0 2,1 1,6 1,6 1,8 1,6 2,2 1,5 

20:1d13 2,2 1,8 1,6 1,5 1,7 1,6 1,5 1,7 1,5 1,7 1,4 

20:1d9/d11 13,0 15,9 16,1 16,1 16,3 15,0 13,9 13,5 18,3 15,9 17,0 

22:1d13 1,1 1,2 1,1 1,1 1,3 1,0 1,0 1,0 1,0 1,3 1,2 
Otros 
menores 1,9 1,5 1,5 1,4 1,5 1,3 1,6 1,7 1,6 1,4 1,6 

            

18:1d9 10,8 14,0 10,6 10,6 10,1 11,1 10,0 7,7 26,0 8,2 20,9 

18:2ω6 28,9 28,3 16,4 16,1 18,2 13,7 13,7 11,4 6,6 16,6 4,3 

18:3ω3 16,6 14,9 29,6 29,6 27,5 32,4 30,4 32,8 21,9 27,7 30,1 

            

18:3ω6 0,7 0,5 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1 

20:2ω6 1,6 1,5 1,1 1,2 1,3 1,0 1,0 1,0 0,4 1,4 0,4 

20:3ω6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

20:4ω6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

22:4ω6 1,6 0,6 0,3 0,3 0,3 0,4 0,5 0,4 0,5 0,4 0,4 

22:5ω6 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

            

18:4ω3 1,0 0,5 1,2 1,1 1,1 1,5 2,7 2,7 1,9 1,8 1,7 

20:3ω3 0,0 0,0 0,0 0,6 0,0 0,0 0,6 0,7 0,0 0,8 0,6 

20:4ω3 0,4 0,6 0,6 0,7 0,5 0,8 0,8 0,4 1,0 0,8 0,8 

20:5ω3 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3 0,3 0,7 0,5 0,6 0,4 0,5 

22:5ω3 0,0 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3 

22:6ω3 3,6 2,4 3,0 3,1 3,3 3,9 5,5 6,2 4,3 4,4 4,8 
 
Tabla 5.  Eficacia de conversión de las etapas enzimáticas individuales para la producción de DHA del ácido oleico, 
observada en el lípido total de la semilla de semillas transgénicas independientes como para la Tabla 4. 
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E13803782
01-08-2017ES 2 636 487 T3

 



 

59 

-
des 

             

O
m
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a
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d6-
des 4,5 % 2,5 % 0,7 % 0,7 % 0,7 % 0,9 % 1,3 % 1,0 % 1,6 % 1,1 % 1,1 % 
(d9-
elo) 3,1 % 3,1 % 2,2 % 2,3 % 2,4 % 1,8 % 1,8 % 1,7 % 1,2 % 2,7 % 0,9 % 
d6-
elo 71,4 % 56,9 % 83,3 % 83,4 % 83,0 % 84,7 % 70,3 % 74,5 % 85,5 % 66,1 % 88,0 % 
d5-
des 

100,0 
% 

100,0 
% 

100,0 
% 

100,0 
% 

100,0 
% 

100,0 
% 

100,0 
% 

100,0 
% 

100,0 
% 

100,0 
% 

100,0 
% 

d5-
elo 

100,0 
% 97,8 % 

100,0 
% 

100,0 
% 

100,0 
% 

100,0 
% 

100,0 
% 

100,0 
% 

100,0 
% 

100,0 
% 

100,0 
% 

d4-
des 6,2 % 13,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 

             

O
m

eg
a

-3
 

d6-
des 23,9 % 21,0 % 15,2 % 15,4 % 16,4 % 17,1 % 24,7 % 23,6 % 27,1 % 21,9 % 21,0 % 
(d9-
elo) 0,0 % 0,0 % 0,0 % 1,8 % 0,0 % 0,0 % 2,0 % 2,2 % 0,0 % 2,6 % 2,1 % 
d6-
elo 80,6 % 86,6 % 77,7 % 79,6 % 79,4 % 77,5 % 72,7 % 73,0 % 76,7 % 77,4 % 79,2 % 
d5-
des 93,7 % 92,1 % 91,7 % 91,4 % 91,5 % 92,6 % 89,6 % 92,4 % 88,0 % 91,8 % 91,0 % 
d5-
elo 93,7 % 92,1 % 91,7 % 91,4 % 91,5 % 92,6 % 89,6 % 92,4 % 88,0 % 91,8 % 91,0 % 
d4-
des 

100,0 
% 90,6 % 94,8 % 94,0 % 95,3 % 94,4 % 95,8 % 96,9 % 93,1 % 92,9 % 94,2 % 

 
Tabla 6.  Los datos compilados del total de los perfiles de lípidos de las semillas de semillas transgénicas 
independientes se muestran en la Tabla 2. Los cálculos no incluyen los "ácidos grasos menores" en la Tabla 4. 
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w3 total (% del 
total de FA) 21,8 18,8 34,9 35,6 32,9 39,1 40,9 43,5 30,0 36,2 38,8 
w6 total (% del 
total de FA) 32,9 31,0 17,9 17,7 19,9 15,2 15,4 12,9 7,6 18,6 5,2 

relación w3 / w6 0,66 0,61 1,95 2,01 1,65 2,57 2,66 3,37 3,95 1,95 7,46 

relación w6 / w3 1,51 1,65 0,51 0,50 0,60 0,39 0,38 0,30 0,25 0,51 0,13 
w3 nuevo total 
(% del total de 
FA) 5,2 3,9 5,3 6,0 5,4 6,7 10,5 10,7 8,1 8,5 8,7 
w6 nuevo total 
(% del total de 
FA) 4,0 2,7 1,5 1,6 1,7 1,5 1,7 1,5 1,0 2,0 0,9 
relación nuevo 
w3 / w6 1,30 1,44 3,53 3,75 3,18 4,47 6,18 7,13 8,10 4,25 9,67 
relación w6 
nuevo / w3 0,77 0,69 0,28 0,27 0,31 0,22 0,16 0,14 0,12 0,24 0,10 
Eficacia de OA 
en EPA  4,8 % 3,5 % 4,3 % 4,4 % 4,7 % 5,4 % 7,9 % 8,8 % 6,3 % 6,4 % 6,7 % 
Eficac ia de OA 
en DHA 4,5 % 3,0 % 3,7 % 3,8 % 4,1 % 4,8 % 6,8 % 7,9 % 5,2 % 5,5 % 5,8 % 
Eficacia de LA 
en EPA 6,9 % 5,6 % 6,6 % 6,8 % 7,2 % 8,1 % 

11,4 
% 

12,2 
% 

13,8 
% 9,3 % 

12,7 
% 

Eficacia de LA 
en DHA 6,6 % 4,8 % 5,7 % 5,8 % 6,3 % 7,2 % 9,8 % 

11,0 
% 

11,4 
% 8,0 % 

10,9 
% 
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Eficacia de ALA 
en EPA 

17,4 
% 

14,9 
% 

10,0 
% 

10,1 
% 

11,6 
% 

11,3 
% 

15,6 
% 

15,9 
% 

17,3 
% 

14,1 
% 

14,4 
% 

Eficacia de ALA 
en DHA 

16,5 
% 

12,8 
% 8,6 % 8,7 % 

10,0 
% 

10,0 
% 

13,4 
% 

14,3 
% 

14,3 
% 

12,2 
% 

12,4 
% 

Total de 
sustratos 14,1 14,0 14,4 14,1 14,4 13,5 13,3 15,1 12,0 14,6 12,0 
Total de 
monoinsaturad
os 29,3 34,7 31,4 31,2 31,4 31,0 28,7 26,6 48,7 29,1 42,3 
Total de 
poliinsaturados 54,7 49,8 52,8 53,3 52,8 54,3 56,3 56,4 37,6 54,8 44,0 

Total de C20 17,4 20 19,7 20,4 20,1 18,7 18,5 17,8 21,8 21 20,7 

Total de C22 6,4 4,5 4,6 4,7 5,1 5,5 7,2 7,8 6,1 6,4 6,7 

relación 
C20/C22 

2,72 4,44 4,28 4,34 3,94 3,40 2,57 2,28 3,57 3,28 3,09 

 
Tabla 7.  La composición del ácido graso del lípido total de la semilla a partir de semillas progenies transgénicas 
independientes T3 y T4 Arabidopsis obtenidas a partir de las estirpes vegetales como en la Tabla 3. El error que se 
muestra en la generación T4 representa el SD de n=10. 
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16:0 9,8 9,0 9,5 11,2 10,4 8,1 10,7 7,7 10,6±0,9 12,2 

18:0 4,0 3,8 4,2 3,4 3,5 3,5 3,8 3,3 3,5±0,4 3,6 

18:1n7 2,0 1,9 2,2 2,9 2,5 1,7 2,2 1,6 2,3±0,2 2,6 

20:0 2,2 1,9 1,7 1,4 2,3 1,8 2,0 1,9 1,9±0,3 2,0 

20:1d13 1,4 1,3 1,2 1,6 2,5 1,2 1,4 1,3 1,6±0,2 1,9 

20:1d9/11 13,6 14,7 12,4 9,5 13,0 15,7 12,4 18,4 11,7±1,7 9,5 

22:1d13 1,2 1,2 0,8 0,6 1,6 1,0 1,1 1,5 0,9±0,1 0,8 
Otros 
menores 1,8 1,5 1,5 2,1 2,6 1,7 1,9 1,6 1,9±0,1 2,3 

           

18:1d9 5,5 6,7 6,8 4,6 6,9 11,3 4,2 11,5 4,6±1,0 3,3 

18:2ω6 7,5 7,9 7,4 5,6 14,8 5,8 8,9 5,6 5,3±0,9 4,3 

18:3ω3 33,7 33,7 36,1 31,5 26,1 28,3 28,9 30,8 31,0±1,1 29,5 

           

18:3ω6 0,2 0,2 0,2 0,4 0,1 0,3 0,6 0,1 0,4±0,1 0,4 

20:2ω6 1,0 1,0 0,7 0,7 1,4 0,6 1,2 0,6 0,9±0,1 0,9 

20:3ω6 0 0 0 0 0 0 0 0   

20:4ω6 0 0 0 0 0 0 0 0   

22:4ω6 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1±0,0 0,1 

22:5ω6 0 0 0 0 0 0 0 0   

           

18:4ω3 3,1 2,6 3,0 5,3 3,3 3,7 5,2 2,6 4,8±0,9 5,5 

20:3ω3 1,4 1,3 1,2 1,3 1,2 1,1 1,3 1,3 1,5±0,2 1,7 

20:4ω3 0,7 0,6 0,6 0,9 0,2 1,7 0,9 0,9 0,8±0,2 0,8 

20:5ω3 0,9 0,9 0,7 1,9 0,8 1,2 1,0 0,8 1,5±0,3 1,8 

22:5ω3 0,7 0,6 0,6 1,0 0,4 0,8 0,6 0,5 1,1±0,2 1,5 

22:6ω3 9,5 9,2 9,4 13,9 6,6 10,3 11,5 7,9 13,3±1,6 15,1 
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Las eficacias de conversión enzimática para cada etapa enzimática en la vía de producción de DHA a partir de ácido 
oleico se muestra en la Tabla 8 para las semillas T3 con los niveles de DHA más elevados. La eficacia de conversión 
de la ∆12-desaturasa en semillas de la estirpe 22,2 fue del 81,6 % y la eficacia de la ω3-desaturasa fue del 89,1 %, 
ambas son notablemente elevadas e indican que estas enzimas fúngicas (levadura) eran capaces de funcionar bien 5 
en las semillas en desarrollo. Las actividades de otras enzimas exógenas en la vía de DHA fueron similarmente altas 
para los sustratos de ω3 con la ∆6-desaturasa actuando con una eficiencia del 42,2 %, la ∆6-elongasa del 76,8 %, la 
∆5-desaturasa del 95,0 %, la ∆5-elongasa del 88,7 % y la ∆4-desaturasa con una eficiencia del 93,3 %. La actividad 
de la ∆6-desaturasa en el sustrato de LA ω6 fue mucho más baja, con la ∆6-desaturasa actuando con una eficacia 
de conversión de solo el 0,7 % en LA. GLA estuvo presente solo a un nivel del 0,4 % y fue el único producto de ω6 10 
nuevo aparte del 20:2ω6 detectado en las semillas T3 con el contenido de DHA más elevado. Los datos recopilados 
de los perfiles del lípido total de la semilla de la semilla transgénica independiente (Tabla 7) se muestran en la Tabla 
9. Estos datos para la estirpe con el mejor nivel de DHA incluía una relación del total de FA ω6 (que incluía LA) con 
respecto a un total de FA ω3 (que incluía ALA) de 0,10. La relación de FA ω6 nuevos (sin incluir LA) con respecto a 
FA ω3 (sin incluir ALA) en el lípido de esta estirpe fue de 0,05. Los niveles totales de ácido graso poliinsaturado 15 
fueron más del 50 % en estas estirpes, y mayores que el 60 % en al menos 4 de las estirpes. Se calculó que las 
eficacias de conversión generales fueron: OA en EPA = 21,8 %, OA en DHA = 18,0 %, LA en EPA = 26,9 %, LA en 
DHA = 22,2 %, ALA en EPA = 30,1 %, ALA en DHA = 24,9 %. 
 
Tabla 8.  Eficacia de conversión de las etapas enzimáticas individuales para la producción de DHA del ácido oleico, 20 
observada en el lípido total de la semilla de semillas transgénicas independientes como para la Tabla 7. 
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d12-
des 75,4 % 73,1 % 75,7 % 81,6 % 73,4 % 66,6 % 78,5 % 63,1 % 67,6 % 82,7 % 

 
d15-
des 85,3 % 84,4 % 86,2 % 89,1 % 70,2 % 87,5 % 82,2 % 87,6 % 81,0 % 90,9 % 

O
m

eg
a

-6
 

d6-
des 0,3 % 0,3 % 0,3 % 0,7 % 0,3 % 0,6 % 1,0 % 0,2 % 1,3 % 0,7 % 
(d9-
elo) 1,7 % 1,7 % 1,2 % 1,2 % 2,6 % 1,1 % 2,0 % 1,3 % 1,6 % 1,5 % 
d6-
elo         

  

d5-
des         

  

d5-
elo         

  

d4-
des         

  

            

O
m

eg
a

-3
 

d6-
des 

30,7 % 29,3 % 28,2 % 42,2 % 30,2 % 38,5 % 40,0 % 29,2 % 41,0 % 45,7 % 

(d9-
elo) 

2,7 % 2,7 % 2,3 % 2,4 % 3,0 % 2,3 % 2,7 % 2,9 % 2,8 % 3,1 % 

d6-
elo 

79,0 % 81,1 % 79,0 % 76,8 % 70,9 % 79,2 % 73,2 % 79,1 % 77,5 % 77,7 % 

d5-
des 

94,0 % 94,6 % 94,5 % 95,0 % 97,9 % 87,8 % 93,3 % 91,1 % 95,0 % 95,8 % 

d5-
elo 

91,9 % 91,7 % 93,6 % 88,7 % 89,5 % 89,9 % 92,2 % 91,6 % 90,8 % 90,2 % 

d4-
des 

93,2 % 93,7 % 94,4 % 93,3 % 93,7 % 92,5 % 95,0 % 93,9 % 92,2 % 90,9 % 
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Tabla 9.  Los datos compilados del total de los perfiles de lípidos de las semillas de semillas transgénicas 
independientes se muestran en la Tabla 2. Los cálculos no incluyen los "ácidos grasos menores" en la Tabla 7. 
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w3 total (% del 
total de FA) 

50,0 48,9 51,6 55,8 38,6 47,1 49,4 44,8 54,0 55,9 

w6 total (% del 
total de FA) 

8,7 9,1 8,3 6,7 16,3 6,7 10,7 6,3 6,7 5,7 

relación w3 / w6 5,75 5,37 6,22 8,33 2,37 7,03 4,62 7,11 8,06 9,81 

relación w6 / w3 0,17 0,19 0,16 0,12 0,42 0,14 0,22 0,14 0,12 0,10 

w3 nuevo total 
(% del total de 
FA) 

16,3 15,2 15,5 24,3 12,5 18,8 20,5 14,0 23,0 26,4 

w6 nuevo total 
(% del total de 
FA) 

1,2 1,2 0,9 1,1 1,5 0,9 1,8 0,7 1,4 1,4 

relación nuevo 
w3 / w6 

13,58 12,67 17,22 22,09 8,33 20,89 11,39 20,00 16,43 18,86 

relación w6 
nuevo / w3 

0,07 0,08 0,06 0,05 0,12 0,05 0,09 0,05 0,06 0,05 

Eficacia de OA 
en EPA 

14,1 % 13,3 % 13,4 % 21,8 % 10,2 % 15,0 % 16,8 % 11,2 % 20,4 % 24,5 % 

Eficacia de OA 
en DHA 

12,0 % 11,4 % 11,8 % 18,0 % 8,6 % 12,6 % 14,8 % 9,6 % 17,1 % 20,1 % 

Eficacia de LA en 
EPA 

18,9 % 18,4 % 17,9 % 26,9 % 14,2 % 22,9 % 21,8 % 18,0 % 26,2 % 29,9 % 

Eficacia de LA en 
DHA 

16,2 % 15,9 % 15,7 % 22,2 % 12,0 % 19,1 % 19,1 % 15,5 % 21,9 % 24,5 % 

Eficacia de ALA 
en EPA 

22,2 % 21,9 % 20,7 % 30,1 % 20,2 % 26,1 % 26,5 % 20,5 % 29,4 % 32,9 % 

Eficacia de ALA 
en DHA 

19,0 % 18,8 % 18,2 % 24,9 % 17,1 % 21,9 % 23,3 % 17,6 % 24,6 % 27,0 % 

Total de 
sustratos 

16,0 14,7 15,4 16,0 16,2 13,4 16,5 12,9 16,0 17,8 

Total de 
monoinsaturados 

23,7 25,8 23,4 19,2 26,5 30,9 21,3 34,3 21,1 18,1 

Total de 
poliinsaturados 

58,7 58,0 59,9 62,5 54,9 53,8 60,1 51,1 60,7 61,6 

Total de C20 19 19,8 16,8 15,9 19,1 21,5 18,2 23,3 18 16,6 

total de C22 11,4 11 10,8 15,5 8,6 12,1 13,2 9,9 15,4 17,5 

relación C20/C22 1,67 1,80 1,56 1,03 2,22 1,78 1,38 2,35 1,17 0,95 

 
Las semillas T3 de la estirpe 22.2 de pJP3416-GA7 en el fondo genético Columbia, que eran progenie de la estirpe 5 
22 T2, se sembraron directamente en el suelo y la composición del ácido graso de la semilla madura de las plantas 
T3 se analizaron mediante CG. El nivel de DHA promedio de estas semillas fue del 13,3 % ± 1,6 (n=10) como un 
porcentaje del total de ácidos grasos en el lípido de la semilla. Como se muestra en la Tabla 6 (columna de la 
derecha), la estirpe con el nivel más elevado de DHA contenía el 15,1 % de DHA en el total de ácidos grasos del 
lípido de la semilla. Las eficacias de conversión enzimática se muestran en la Tabla 8 para cada etapa de la 10 
producción de DHA a partir de ácido oleico. 
 
La relación total de FA ω6 (que incluye LA) con respecto a FA ω3 (que incluye ALA) en la estirpe con el nivel de 
DHA más elevado fue de 0,102. La relación total de FA ω6 (sin incluir LA) con respecto a FA ω3 (sin incluir ALA) en 
la estirpe con el nivel de DHA más elevado fue de 0,053. El nivel del total de ácidos grasos saturados fue de 15 
aproximadamente el 17,8 % y el nivel de ácidos grasos monoinsaturados fue de aproximadamente el 18,1 %. El 
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nivel del total de ácidos grasos ω6 fue de aproximadamente el 5,7 % y el nivel de ácidos grasos ω3 fue de 
aproximadamente el 55,9 %. Se calculó que las eficacias de conversión generales fueron: OA en EPA = 24,5 %, OA 
en DHA = 20,1 %, LA en EPA = 29,9 %, LA en DHA = 24,5 %, ALA en EPA = 32,9 %, ALA en DHA = 27,0 %. Se 
encontró que el total de ácidos grasos omega-3 se acumuló hasta 55,9 % del total de ácidos grasos mientras que los 
ácidos grasos omega-6 fueron del 5,7 % del perfil total. 5 
 
Se realizó el análisis de hibridación Southern. Los resultados mostraron que las estirpes de acumulación alta de 
DHA eran copias simples o dobles del ADN-T de la construcción pJP3416-GA7 con excepción de la estirpe 
transgénica Columbia n.º 22, que tenía tres inserciones de ADN-T en el genoma de la planta Arabidopsis. También 
se analizó la semilla de la generación T5 y se encontró que tenía hasta el 13,6 % de DHA en el total de lípidos de la 10 
semilla. Se encontró que la construcción GA7 era estable a través de múltiples generaciones en términos de la 
capacidad para producir DHA. 
 
Determinación del contenido de aceite en las estirpes de DHA A. thaliana transgénica 
 15 
El contenido de aceite de las semillas de A. thaliana transgénica con los diferentes niveles de DHA se determinó 
mediante CG tal como se describe en el Ejemplo 1. Los datos se muestran en la Figura 6, que grafica el contenido 
de aceite (% de aceite en peso de semilla) contra el contenido de DHA (como un porcentaje del total de ácidos 
grasos). Se observó hasta 26,5 mg de DHA por gramo de semilla (Tabla 10). Se encontró que el contenido de aceite 
se las semillas transgénicas de Arabidopsis estaba correlacionado de forma negativa con el contenido de DHA. La 20 
cantidad de DHA en peso de semilla fue mayor en las semillas transformadas con un nivel de DHA de 
aproximadamente el 9 % en relación con las semillas con aproximadamente el 14 % de DHA. No se determinó si 
esto es verdadero para otras semillas además de las Arabidopsis. 
 

Tabla 10.  Proporción y cantidad de DHA en las semillas transformadas de GA7 Arabidopsis 25 
 

  
Contenido de 

DHA (% de TFA) 

Contenido de aceite 
(% de aceite por g de 

semilla) 
Contenido de DHA en peso 

(mg/g de semilla) 

GA7/col 22,2-1 14,2 14,89 20,2 
GA7/col 22,2-2 14,3 15,02 20,5 
GA7/col 22,2-3 14,0 15,92 21,2 

GA7/col 10,15-1 8,7 30,23 25,06 
GA7/col 10,15-2 8,6 31,25 25,77 
GA7/col 10,15-3 8,8 31,70 26,49 

 
Ejemplo 3. Expresión estable de una vía de DHA transg énico en semillas de Camelina sativa 
 
El vector binario pJP3416-GA7 como se ha descrito anteriormente, se introdujo a la cepa AGL1 de A. tumefaciens y 
las células de un cultivo del Agrobacterium transformado se usaron para el tratamiento de las plantas C. sativa con 30 
flores usando un método de inmersión floral para la transformación (Lu y Kang, 2008). Después de que las plantas 
crecieron hasta la madurez, las semillas T1 de las plantas tratadas se cosecharon, se sembraron en el suelo y las 
plantas resultantes se trataron rociándolas con el herbicida BASTA para seleccionar las plantas que eran 
transgénicas por, y que expresaban, el gen marcador de selección bar presente en el ADN-T de pJP3416-GA7. Las 
plantas T1 sobrevivientes que eran tolerantes al herbicida se cultivaron hasta la madurez después de permitirles la 35 
autofertilización, y la semilla T2 resultante se cosechó. Se obtuvieron cinco plantas transgénicas, de las cuales solo 
tres contenían el ADN-T completo. 
 
Se extrajo el lípido de un grupo de aproximadamente veinte semillas de cada una de las tres plantas que contenían 
el ADN-T completo. Dos de las muestras agrupadas contenían niveles de DHA muy bajos, apenas detectables, pero 40 
el tercer grupo contenía aproximadamente el 4,7 % de DHA (Tabla 12). Por tanto, se extrajo el lípido de 10 semillas 
T2 individuales de esta planta y la composición del ácido graso se analizó por CG. Los datos de la composición del 
ácido graso de las semillas individuales para esta estirpe transformada también se muestran en la Tabla 11. Los 
datos recopilados de los perfiles del lípido total de la semilla (Tabla 11) se muestran en la Tabla 12. 
 45 
Tabla 11. La composición del ácido graso del total de los lípidos de la semilla a partir de las semillas T2 de Camelina 
sativa transgénica transformada con el ADN-T de pJP3416-GA7. La composición del ácido graso se muestra para un 
lote de semillas agrupadas (FD5.46) y para 10 semillas simples clasificadas (izquierda a derecha) desde el DHA más 

elevado al más bajo. 

Ácido graso. 
FD5.46 
agrupado n.º 2 n.º 4 n.º 8 n.º 7 n.º 9 n.º 1 n.º 3 n.º 5 n.º 6 

n.º 
10 

14:0 0 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 
16:0 11,6 12,1 12,3 12,1 13,2 12,3 12,8 11,9 11,4 11,5 11,7 
16:1 0,2 0,0 0,1 0,1 0,0 0,2 0,0 0,2 0,2 0,2 0,2 
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16:3 0,3 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
18:0 3,7 3,3 3,2 3,2 3,0 3,1 3,2 3,3 3,1 3,2 3,2 
18:1 10,8 8,0 8,0 8,6 8,5 9,4 11,0 10,2 8,3 9,4 8,6 
18:1d11 1,7 1,3 1,4 1,4 1,7 1,4 1,5 1,3 1,3 1,3 1,3 
18:2 24,7 18,2 19,5 19,2 18,5 20,1 23,8 32,2 30,3 29,8 31,6 
18:3ω3 27,4 26,7 26,6 27,3 28,9 28,2 27,4 28,3 29,2 29,5 28,2 
18:3ω6 0,2 1,4 0,3 0,3 0,4 0,2 0,5 0,0 0,5 0,4 0,6 
20:0 1,6 1,4 1,3 1,4 1,2 1,4 1,4 1,8 2,1 1,9 2,0 
18:4ω3 2,2 6,8 6,4 5,7 7,2 5,7 4,1 0,0 0,0 0,0 0,0 
20:1d11 5,3 4,4 4,6 4,8 3,3 4,1 3,5 4,4 6,1 5,8 5,5 
20:1iso 0,4 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,0 0,5 0,6 0,5 0,5 
20:2ω6 0,8 0,8 0,9 0,8 0,6 0,8 0,7 1,3 1,5 1,4 1,4 
20:3ω3 0,6 0,8 0,8 0,8 0,7 0,8 0,7 0,6 0,7 0,7 0,6 
22:0 0,4 0,5 0,5 0,5 0,4 0,5 0,5 0,6 0,6 0,6 0,6 
20:4ω3 0,2 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 
22:1 1,1 1,1 1,2 1,1 0,5 0,9 0,8 1,6 2,2 1,9 2,0 
20:5ω3 0,7 1,3 1,6 1,5 1,6 1,1 1,7 0,0 0,0 0,0 0,1 
22:2ω6 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,3 0,2 0,2 
22:4ω6+22:3ω3 0,3 0,2 0,3 0,3 0,0 0,3 0,0 0,4 0,6 0,5 0,5 
24:0 0,3 0,3 0,3 0,3 0,0 0,3 0,0 0,4 0,4 0,4 0,4 
24:1 0,3 0,4 0,4 0,3 0,0 0,3 0,0 0,5 0,6 0,5 0,5 
22:5ω3 0,3 1,1 1,2 1,1 1,1 0,9 0,8 0,0 0,0 0,0 0,0 
22:6ω3 4,7 9,0 8,5 8,3 8,3 7,1 4,9 0,0 0,0 0,0 0,0 
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El DHA estaba presente en seis de las 10 semillas individuales. Las otras cuatro semillas no tenían DHA y se 
presumió que eran segregantes nulas que no tenían el ADN-T, basándose en la hemocigosidad de la inserción del 
ADN-T en la planta parenteral. El lípido extraído de la semilla simple con el nivel más elevado de DHA tenía el 9,0 % 
de DHA mientras que la suma de los porcentajes para EPA, DPA y DHA fue del 11,4 %. La suma de los porcentajes 
para los ácidos grasos ω3 nuevos en esta semilla, como resultado de la transformación (SDA, ETrA, ETA, EPA, DPA, 5 
DHA) fue del 19,3 % mientras que la suma correspondiente para los ácidos grasos ω6 nuevos (GLA, EDA, DGLA, 
ARA y todos los productos de elongación ω6) fue del 2,2 % - solamente GLA y EDA se detectaron como ácidos 
grasos ω6 nuevos. La relación del total de FA ω6 (incluido LA) con respecto a FA ω3 (incluido ALA) fue del 0,44. La 
relación del total de FA ω6 (sin incluir LA) con respecto a FA ω3 (sin incluir ALA) en la semilla con el nivel de DHA 
más elevado fue de 0,12. El nivel del total de ácidos grasos saturados fue de aproximadamente el 17,8 % y el nivel 10 
de ácidos grasos monoinsaturados fue de aproximadamente el 15,5 %. El nivel del total de ácidos grasos ω6 fue de 
aproximadamente el 20,4 % y el nivel de ácidos grasos ω3 fue de aproximadamente el 46 %. Se calculó que las 
eficacias de conversión generales fueron: OA en EPA = 15,6 %, OA en DHA = 12,3 %, LA en EPA = 17,2 %, LA en 
DHA = 13,6 %, ALA en EPA = 24,8 %, ALA en DHA = 19,6 %. 
 15 
La semilla homocigota de esta estirpe se obtuvo en la generación T4. Se produjo hasta un 10,3 % de DHA en el 
evento FD5-46-18-110 con un promedio de 7,3 % de DHA a través de la generación T4 completa. 
 
La semilla homocigota se plantó en varios invernaderos para generar un total de más de 600 plantas individuales. El 
aceite se extrae de la semilla usando varios métodos, incluidas las extracciones soxhlet, de acetona y de hexano. 20 
 
Ya que el número de estirpes de C. sativa independientemente transformadas, que se obtuvieron como se ha 
descrito anteriormente, fue bajo, se realizaron experimentos adicionales para transformar C. sativa con pJP3416-
GA7. Los inventores prevén que los niveles de DHA mayores al 10 % como un porcentaje del total de ácidos grasos 
en el aceite de la semilla serán alcanzados en estirpes transformadas adicionales, y plantas que son homocigotas 25 
por el ADN-T a un 20 % de DHA. Se generaron veinte eventos de GA7_modH C. sativa y la semilla se está 
analizando para obtener el contenido de DHA. Se generaron tres eventos de GA7_modB y el análisis de la semilla 
T1 del evento CMD17.1 reveló un contenido de DHA en la semilla agrupada del 9,8 %. Se encontró que el valor de 
DHA más elevado en la semilla simple fue del 13,5 %. 
 30 
Ejemplo 4. Expresión estable de una vía de DHA transg énico en semillas de Brassica napus 
 
Transformación de B. napus y análisis de la composición del ácido graso usando un solo 
 
El vector binario pJP3416-GA7 de usó para generar plantas y semillas de Brassica napus transformadas a partir de 35 
las plantas. El vector pJP3416-GA7, como se ha descrito anteriormente, se introdujo a la cepa AGL1 de 
Agrobacterium tumefaciens mediante procedimientos de electroporación convencionales. Cultivos de las células 
transgénicas Agrobacterium se cultivaron durante la noche a 28 ºC en un medio de LB con agitación de 150 rpm. 
Las células bacterianas se recogieron mediante centrifugación a 4000 rpm durante 5 minutos, se lavaron con un 
medio Winans AB (Winans, 1988) y se resuspendieron en 10 ml del medio Winans AB (pH 5,2) y el cultivo continuó 40 
durante la noche en presencia de kanamicina (50 mg/l), rifampicina (25 mg/l) y 100 µM de acetosiringona. Dos horas 
antes de la infección de las células Brassica se añadió supermidina (120 mg/l) y se ajustó la densidad final de la 
bacteria a un DO de 600 nm de 0,3-0,4 con un medio de AB fresco. Peciolos de cotiledones aislados recientemente 
de plántulas Brassica napus de 8 días se cultivaron en 1/2 MS (Murashige y Skoog, 1962) o segmentos hipocótilos 
precondicionads por por 3-4 días en un medio de EM con 1 mg/l de tidiazurón (TDZ) y 0,1 mg/l de ácido α-45 
naftalenoacético (NAA) se infectaron con cultivos de 10 ml de Agrobacterium durante 5 minutos. Después, los 
explantes infectados con Agrobacterium se secaron en papel de filtro estéril para eliminar el exceso de 
Agrobacterium y se transfirieron a un medio de cocultivación (medio de EM con 1 mg/l de TDZ, 0,1 mg/l de NAA y 
100 µM de acetosiringona) complementado con o sin diferentes antioxidantes (50 mg/l de L-cisteina y 15 mg/l de 
ascórbico). Todas las placas se sellaron con parafilm y se incubaron en la oscuridad a 23-24 ºC durante 48 h. 50 
 
Después, los explantes tratados se lavaron con agua destilada estéril que contenía 500 mg/l cefotaxima y 50 mg/l 
timentina durante 10 minutos, se enjuagaron en agua destilada estéril durante 10 minutos, se secaron en papel de 
filtro estéril, se trasfirieron a un medio de preselección (EM que contenía 1 mg/l TDZ, 0,1 mg/l NAA, 20 mg/l sulfato 
de adenina (ADS), 1,5 mg/l AgNO3, 250 mg/l cefotaxima y 50 mg/l timentina) y se cultivaron durante cinco días a 55 
24 ºC con un fotoperíodo de 16 h/8 h. Después, se transfirieron a un medio de selección (EM que contenía 1 mg/l de 
TDZ, 0,1 mg/l de NAA, 20 mg/l de ADS, 1,5 mg/l de AgNO3, 250 mg/l de cefotaxima y 50 de mg/l timentina) con 
1,5 mg/l amonio de glufosinato como el agente para la selección de las células transformadas, y se cultivaron 
durante cuatro semanas a 24 ºC con un fotoperíodo de 16 h/8 h con un subcultivo bisemanal en el mismo medio. Los 
explantes con callos verdes se transfirieron a un medio de iniciación de brotes (EM que contenía 1 mg/l de kinetina, 60 
20 mg/l de ADS, 1,5 mg/l de AgNO3, 250 mg/l de cefotaxima, 50 mg/l de timentina y 1,5 mg/l de amonio de 
glufosinato) y se cultivaron durante otras 2-3 semanas. Los brotes que emergían de los explantes resistentes se 
transfirieron a un medio de elongación de brotes (EM que contenía 0,1 mg/l de ácido giberélico, 20 mg/l de ADS, 
1,5 mg/l de AgNO3, 250 mg/l de cefotaxima y 1,5 mg/l de amonio de glufosinato) y se cultivaron durante otras dos 
semanas. Los brotes saludables de 2-3 cm de largo se seleccionaron y se transfirieron a un medio de enraizamiento 65 
(1/2 EM que contenía 1 mg/l de NAA, 20 mg/l de ADS, 1,5 mg/l de AgNO3 y 250 mg/l de cefotaxima) y se cultivaron 
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durante 2-3 semanas. Los brotes bien establecidos con raíces se transfirieron a recipientes que contenían una 
mezcla para la cría de plántulas y se cultivaron en un gabinete de crecimiento durante dos semanas y 
posteriormente se transfirieron a un invernadero. Se obtuvieron aproximadamente 40 plantas (T0) con la 
construcción GA7 por este método. 
 5 
Las plantas se cultivaron hasta la madurez luego se permitírseles la autofertilización. Las semillas obtenidas de las 
plantas transformadas se analizaron para obtener la composición del ácido graso en su aceite de semilla tal como se 
describe en el Ejemplo 1. Los datos para una estirpe transformada con el nivel de DHA más elevado se muestran en 
la Tabla 13. Los niveles de DHA en promedio fueron significativamente menores en el aceite de semilla de las 
semillas de B. napus transformadas con el ADN-T a partir de pJP3416-GA7 que en las semillas de A. thaliana 10 
(Ejemplo 2) o las semillas de Camelina (Ejemplo 3) transformada con la misma construcción. Se encontró que el 
nivel más elevado de DHA en aproximadamente 40 estirpes era del 1,52 % con la mayoría de las estirpes 
transgénicas con DHA detectable. Se notó que había una acumulación sustancial de ALA, aproximadamente el 35 % 
del total de los ácidos grasos, en estas semillas que no se convertía eficazmente en SDA o los productos que 
seguían en la vía. 15 
 
Se realizó el análisis del perfil del ácido graso de las semillas de B. napus simple a partir de un evento T1, CT125-2, 
para determinar mejor la cantidad de DHA producido en las semillas transgénicas. Se encontró que las semillas 
contenían entre el 0 % (semillas nulas) y el 8,5 % de DHA (Tabla 13). 
 20 
Algunas de las semillas de la estirpe vegetal CT116 así como de otras estirpes transgénicas que mostraban 
producción de DHA se sembraron para producir plantas progenie. Se realizó TI-PCR en el ARN total aislado a partir 
de embriones en desarrollo de estas plantas para determinar por qué la construcción GA7 tuvo un rendimiento pobre 
en cuanto a producción de DHA en relación con A. thaliana y C. sativa transgénicas que tenían la misma 
construcción, y pobre en relación con la combinación de los genes en pJP3115 y pJP3116 (a continuación). Se 25 
realizó TI-PCR en el ARN total usando un kit de TI-PCR de una etapa (Invitrogén) y cebadores específicos de los 
genes que dirigían cada gen. Esto confirmó que cada uno de los genes en la construcción GA7 se expresaba bien 
en los transformantes de B. napus excepto la ∆6-desaturasa que se expresó de manera pobre en la mayoría de las 
semillas transformadas. Los otros genes de esta construcción funcionaron bien en ambas, las semillas de B. napus y 
A. thaliana, por ejemplo las ∆12- y ∆15-desaturasas que funcionaron para producir niveles aumentados de LA y ALA 30 
en las semillas mientras que los niveles de ácido oleico disminuyeron. Un gel de TI-PCR representativo se muestra 
en la figura 7, la que muestra claramente la baja expresión de la ∆6-desaturasaen relación con los otros transgenes 
de pJP3416-GA7. 
 
Las plantas y semillas transgénicas que son homocigotas por los transgenes se generan plantando progenies de las 35 
estirpes con el DHA más elevado. 
 

Tabla 13.  Composición del ácido graso como un porcentaje del total de ácidos grasos en el aceite de semilla de la 
semilla independiente Brassica napus transformada con pJP3416-GA7, las estirpes CT116-11 y CT-125-2 se 

compararon con el control de tipo silvestre (sin transformar). 22:6ω3 es DHA. Se refiere a los datos de las semillas B. 40 
napus CT125-2 simples mediante "SS". 

 Control CT116-11 CT125-2 CT125-2 
n.º 2 SS 

CT125-2 
n.º 3 SS 

CT125-2 
n.º 10 SS 

14:0 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 
16:0 4,3 7,2 5,2 6,5 4,7 7,7 
16:1 0,2 0,5 0,4 0,3 0,3 0,8 
16:3 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 
18:0 2,1 2,2 2,4 2,3 2,3 2,8 

18:1d9 59,1 27,0 38,1 34,0 19,3 14,8 
18:1d11 3,7 6,6 4,2 4,4 4,3 9,6 

18:2 19,7 14,1 16,6 13,9 10,2 10,2 
18:3ω3 8,3 35,2 27,7 34,1 49,5 37,9 

20:0 0,6 0,5 0,6 0,4 0,3 0,7 
18:4ω3 0,0 0,9 0,3 0,5 0,6 2,6 
20:1d11 1,2 1,1 1,0 1,0 0,8 0,6 
20:1is0   0,2  0,1  0,2 
20:2ω6 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
20:3ω3  1,3 0,7 0,8 1,6 0,9 

22:0 0,3 0,4 0,3 0,1 0,1 0,4 
20:4ω3  0,1 0,3 0,4 0,6 0,5 

22:1       
20:5ω3     0,1 0,3 
22:3ω3     0,1  

24:0 0,2 0,4 0,3 0,1 0,1 0,3 
24:1 0,1 0,3 0,1 0,1 0,2 0,1 
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22:5ω3  0,1 0,1 0,1 0,1 0,5 
22:6ω3  1,52 1,2 1,3 2,7 8,5 

 
Transformación de B. napus y análisis de la composición del ácido graso usando dos vectores 
 
En otro experimento, en B. napus y como un formato alternativo para introducir los transgenes, se usaron los 
vectores binarios pJP3115 y pJP3116 tal como se describe en el documento WO 2010/057246 para generar de 5 
manera separada plantas de B. napus transformadas y se obtuvieron semillas transformadas a partir de las plantas. 
El ADN-T en pJP3115 comprendía genes quiméricos que codificaban la Crepis palestina ∆12-desaturasa, 
Micromonas pusilla ∆6-desaturasa, Pyramimonas cordata ∆6-elongasa y Pavlova salina ∆5-desaturasa y el ADN-T 
en pJP3116 contenía genes quiméricos que codificaban la Perilla frutescens ∆15-desaturasa, Pyramimonas cordata 
∆5-elongasa y Pavlova salina ∆4-desaturasa. Los dos ADN-T, cuando se presentaban juntos y se expresaban en 10 
semillas en desarrollo, formaban una vía de 7 genes para producir DHA a partir de ácido oleico producido de manera 
endógena. Los vectores se introdujeron en la cepa AGL1 de Agrobacterium tumefaciensmediante procedimientos de 
electroporación convencionales y las células transformadas se usaron de manera independiente para transformar B. 
napus usando el método descrito anteriormente para generar plantas de T0 transformadas de manera estable. Se 
obtuvieron 29 transformantes pJP3115 y 19 pJP3116 y estas plantas se cultivaron hasta la madurez y las semillas 15 
obtenidas después de la autofertilización se analizaron para obtener la composición del ácido graso en el aceite de 
semilla. Se esperaba que la transformación con el ADN-T de pJP3115 resultara en la producción de EPA a partir de 
ALA producido de manera endógena mientras que se esperaba que la transformación con el ADN-T de pJP3116 
resultara en el aumento de la producción de ALA a partir de LA. Se identificaron varias plantas que exhibían este 
fenotipo. La mayoría de los eventos exhibieron un fenotipo de disminución de OA/aumento de LA debido a la 20 
desaturación de 12 con un bajo nivel de producción de EPA. Se observó hasta un 2,6 % de EPA en la semilla 
transgénica agrupada pJP31115. De manera similar, se encontró que la mayoría de los eventos pJP3116 tenían un 
fenotipo de ALA elevado debido a la actividad de la 15-desaturasa. Se encontró hasta un 18,5 % de ALA en la 
semilla transformada agrupada con el ADN-T de pJP3116. 
 25 
Las plantas T1 de las estirpes con los niveles más elevados de EPA y ALA se cruzaron y la semilla progenie (F1) de 
24 eventos recuperados se analizaron para obtener el contenido de DHA. Se encontró DHA en 17 de estos eventos 
con hasta el 1,9 % de DHA encontrado en las semillas agrupadas de estos eventos. Se realizó el análisis de la 
semilla simple para determinar el intervalo de la producción de DHA - los datos se muestran en la Tabla 14. Se 
observó un gran intervalo de niveles de DHA en la progenie cruzada, probablemente debido a la naturaleza 30 
homocigota de los ADN-T en las plantas parentales, de modo que algunas semillas no recibieron ambos ADN-T. Se 
observó hasta un 6,7 % de DHA en el total del lípido de la semilla. 

 
Tabla 14.  Composición del ácido graso como un porcentaje del total de ácidos grasos en el aceite de semilla de las 
semillas simples F1 B. napus que se obtuvieron de una cruza de plantas transgénicas por el ADN-T de pJP3115 con 35 
plantas transgénicas por el ADN-T de pJP3116. B1, B2 y B4 designan los eventos. 0,0 = no detectable mediante el 

método CG. 
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14:0 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 

16:0 6,6 6,4 4,5 12,3 7,9 5,1 5,0 10,1 8,5 6,8 5,3 7,2 

16:1 0,4 0,5 0,2 1,0 0,6 0,4 0,4 0,6 1,1 0,5 0,5 0,6 

16:3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,2 

18:0 2,3 2,6 2,2 1,6 2,9 2,9 3,4 2,2 1,8 2,9 3,4 2,4 

18:1 34,1 39,3 46,9 14,9 20,7 41,6 46,3 14,4 23,4 38,3 43,6 32,0 

18:1d11 4,6 5,8 2,7 6,8 6,2 3,8 4,9 5,9 8,7 4,5 5,5 5,1 

18:2 33,6 30,7 30,4 29,2 34,4 31,7 27,7 33,2 23,9 33,3 27,9 33,4 

18:3ω6 0,2 0,3 0,1 0,4 0,4 0,2 0,2 0,7 0,1 0,2 0,2 0,3 

18:3ω3 10,3 7,1 7,7 18,7 14,9 8,2 5,9 14,8 28,1 6,3 7,3 10,0 

20:0 0,6 0,7 0,6 0,5 0,7 0,8 0,9 0,6 0,4 0,7 0,9 0,7 

18:4ω3 0,2 0,1 0,1 0,8 0,5 0,2 0,2 0,8 0,0 0,2 0,2 0,2 

20:1d11 1,0 1,1 1,1 0,7 0,8 1,1 1,1 0,5 0,9 1,1 1,1 0,9 

20:1iso 0,1 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 0,1 0,1 0,1 

20:2ω6 0,4 0,3 0,2 0,5 0,5 0,4 0,3 0,4 0,5 0,5 0,3 0,5 

20:3ω6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
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20:4ω6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 

20:3ω3 1,8 1,6 1,1 2,8 2,1 1,1 1,0 2,7 0,7 1,4 0,9 1,6 

22:0 0,3 0,4 0,3 0,3 0,4 0,4 0,5 0,3 0,3 0,4 0,5 0,4 

20:4ω3 0,3 0,2 0,2 0,4 0,4 0,1 0,1 0,5 0,0 0,2 0,1 0,2 

22:1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

20:5ω3 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 

22:2ω6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

22:4ω6 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,4 0,2 0,2 0,1 0,2 

24:0 0,3 0,4 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4 0,3 

22:5ω6 0,1 0,2 0,1 0,2 0,3 0,1 0,1 0,5 0,0 0,2 0,1 0,2 

24:1 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,2 0,2 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 

22:5ω3 0,7 0,7 0,3 2,1 1,6 0,3 0,4 3,2 0,0 0,5 0,4 1,2 

22:6ω3 1,4 1,0 0,5 5,5 3,9 0,8 0,7 6,7 0,0 1,1 0,8 2,0 
 

Tabla 15.  Los datos compilados del total de los perfiles de lípidos de las semillas de semillas transgénicas se 
muestran en la Tabla 14. Los cálculos no incluyen los "ácidos grasos menores" en la Tabla 14. 

Parámetro 

B
1.

1 

B
1.

2 

B
1.

3 

B
1.

4-
g 

B
1.

5-
g 

B
2.

1 

B
2.

2 

B
2.

3g
 

B
2.

4g
 

B
2.

5g
 

B
3.

1 

w3 total (% del 
total de FA) 

4,6 3,9 2,3 12,1 9 2,7 2,6 14,8 0,8 3,6 2,6 

w6 total (% del 
total de FA) 

44,5 38,5 38,5 48,8 50,3 40,5 34,1 49,4 52,7 40,5 35,7 

relación w3 / w6 0,10 0,10 0,06 0,25 0,18 0,07 0,08 0,30 0,02 0,09 0,07 

relación w6 /w3 
9,67 9,87 16,74 4,03 5,59 15,00 13,12 3,34 65,8

8 
11,25 13,73 

w3 nuevo total 
(% del total de 

FA) 

2,6 2 1,1 8,9 6,5 1,4 1,4 11,4 0 2 1,5 

w6 nuevo total 
(% del total de 

FA) 

10,5 7,5 7,9 19,1 15,4 8,4 6,1 15,8 28,3 6,7 7,5 

relación nuevo 
w3 / w6 

0,25 0,27 0,14 0,47 0,42 0,17 0,23 0,72 0,00 0,30 0,20 

relación w6 
nuevo / w3 

4,04 3,75 7,18 2,15 2,37 6,00 4,36 1,39  3,35 5,00 

Eficacia de OA 
en EPA 

2,5 % 2,1 % 0,9 % 10,1 
% 

6,9 % 1,3 % 1,3 % 12,8 
% 

 1,9 % 1,4 % 

Eficacia de OA 
en DHA 

1,7 % 1,2 % 0,6 % 7,2 % 4,8 % 0,9 % 0,8 % 8,5 %  1,3 % 1,0 % 

Eficacia de LA 
en EPA 

4,3 % 4,0 % 2,0 % 12,6 
% 

9,4 % 2,5 % 3,0 % 15,7 
% 

 3,6 % 3,1 % 

Eficacia de LA 
en DHA 

2,9 % 2,4 % 1,2 % 9,0 % 6,6 % 1,9 % 1,9 % 10,4 
% 

 2,5 % 2,1 % 

Eficacia de ALA 
en EPA 

47,7 
% 

44,7 
% 

36,4 
% 

68,1 
% 

65,9 
% 

44,0 
% 

45,8 
% 

72,1 
% 

 47,1 
% 

50,0 
% 

Eficacia de ALA 
en DHA 

31,8 
% 

26,3 
% 

22,7 
% 

48,7 
% 

45,9 
% 

32,0 
% 

29,2 
% 

47,9 
% 

 32,4 
% 

33,3 
% 

Total de 
sustratos 

10,2 10,6 7,9 15,1 12,4 9,6 10,2 13,7 11,6 11,3 10,6 

Total de 
monoinsaturad

os 

40,4 47 51,1 23,8 28,7 47,2 53 21,8 34,7 44,7 51 

Total de 
poliinsaturados 

49,2 42,5 40,9 61 59,4 43,3 36,8 64,3 53,7 44,2 38,4 

Total de C20 4,2 4 3,2 5,1 4,7 3,6 3,5 5,1 2,8 4 3,4 

total de C22 2,6 2,5 1,3 8,3 6,4 1,7 1,8 11,1 0,5 2,4 1,9 

ES 2 636 487 T3

 



 

70 

relación 
C20/C22 

1,62 1,60 2,46 0,61 0,73 2,12 1,94 0,46 5,60 1,67 1,79 

 
Los datos recopilados de los perfiles del lípido total (Tabla 14) se muestran en la Tabla 15. De los datos de la Tabla 
15, la relación del total de FA ω6 (que incluye LA) con respecto a FA ω3 (que incluye ALA) en la semilla con el nivel 
de DHA más elevado fue de 3,34. La relación de FA ω6 nuevos (sin incluir LA) con respecto a FA ω3 (sin incluir ALA) 
fue de 1,39. El nivel del total de ácidos grasos saturados fue de aproximadamente el 13,7 % y el nivel de ácidos 5 
grasos monoinsaturados fue de aproximadamente el 21,8 %. El nivel del total de ácidos grasos ω6 fue de 
aproximadamente el 46,4 % y el nivel de ácidos grasos ω3 fue de aproximadamente el 14,8 %. Se calculó que las 
eficacias de conversión generales fueron: OA en EPA = 12,8 %, OA en DHA = 8,5 %, LA en EPA = 15,7 %, LA en 
DHA = 10,4 %, ALA en EPA = 72,1 %, ALA en DHA = 47,9 %. Se pensó que la eficacia de conversión reducida de 
los ácidos grasos ω6 con respecto a la de los ácidos grasos ω3 observada en este experimento con la combinación 10 
del pJP3115 y pJP3116 se debía a una eficacia baja de la ∆15-desaturasa vegetal comparada con la ∆15/ω3 
desaturasa fúngica (Ejemplos 2 y 3) cuando se combinaba con los genes para la conversión de ALA en DHA. 
 
La progenie de las estirpes que contienen DHA son homocigotas para todos los transgenes introducidos se generan 
para el análisis. 15 
 
Ejemplo 5. Modificaciones a los ADN-T que codifican vías de DHA en semillas vegetales  
 
Con el fin de mejorar el nivel de producción de DHA en B. napus más allá de los niveles descritos en el Ejemplo 4, 
los vectores binarios pJP3416-GA7-modA, pJP3416-GA7-modB, pJP3416-GA7-modC, pJP3416-GA7-modD, 20 
pJP3416-GA7-modE y pJP3416-GA7-modF se construyeron tal como sigue. Los vectores binarios eran variantes de 
la construcción pJP3416-GA7 descrita en el Ejemplo 2 y se diseñaron para aumentar adicionalmente la síntesis de 
DHA en las semillas vegetales, particularmente mejorando las funciones de la ∆6-desaturasa y ∆6-elongasa. Se 
había observado que se acumulaba SDA en algunas semillas transformadas con la construcción GA7 debido a una 
eficacia de elongación baja en comparación con la ∆5-elongasa, entre otras modificaciones, las dos posiciones 25 
génicas de la elongasa se cambiaron en el ADN-T. 
 
Las dos secuencias codificadoras de elongasa en pJP3416-GA7 se cambiaron en sus posiciones en el ADN-T para 
rendir el pJP3416-GA7-modA clonando primero un casete de ∆6-elongasa P. cordata entre los sitios SbfI de 
pJP3416-GA7 para reemplazar el casete de ∆5-elongasa de P. cordata. Esta construcción se modificó 30 
adicionalmente mediante el intercambio del promotor de FP1 que impulsaba la ∆6-desaturasa de M. pusilla con un 
promotor de Cnl2 conlininaa (pLuCnl2) para rendir pJP3416-GA7-modB. Esta modificación se realizó en un intento 
de aumentar la expresión de la ∆6-desaturasa y de ese modo la eficacia de la enzima. Se pensó que el promotor de 
Cnl2 podía rendir una mayor expresión del transgén en B. napus que el promotor de napina truncado. pJP3416-
GA7-modC se produjo mediante la adición de un segundo casete de ∆6-desaturasa de M. pusilla con un uso del 35 
codón un poco diferente (SEQ ID NO:15) e impulsado por el promotor de FP1, que fue insertado en el sitio PmeI 
justo en el borde derecho de pJP3416-GA7-modB. El segundo casete de ∆6-desaturasa se añadió a ambos, 
pJP3416-GA7-modB y pJP3416-GA7-modF para aumentar el nivel de expresión de la ∆6-desaturasa y extender el 
período de tiempo durante el desarrollo de la semilla para la expresión de la ∆6-desaturasa mediante el uso de 
múltiples promotores. Se utilizaron diferentes usos del codón en las dos secuencias de nucleótidos para resultar en 40 
la traducción de la misma secuencia de proteínas sin arriesgar la cosupresión de regiones codificadoras similares 
dentro del mismo ADN-T. pJP3416-GA7-modD y pJP3416-GA7-modE eran variantes similares en los que una 
tercera secuencia MAR, correspondiente a los nucleótidos 16649-17816 de SEQ ID NO: 1, se añadió a pJP3416-
GA7 y pJP3416-GA7-modB, respectivamente, en el sitio PmeI. pJP3416-GA7-modF se produjo mediante la adición 
de un segundo casete de ∆6-desaturasa de M. pusilla que contenía la secuencia de nucleótidos de la ∆6-desaturasa 45 
nativa y se impulsó por el promotor de FP1 en el sitio PmeI en el borde derecho de pJP3416-GA7-modB. Primero, 
pJP3416-GA7-modG se hizo reemplazando el casete de la ∆6-desaturasa de M. pusilla con un casete de Cnl2:∆5-
elongasa de P. cordata mediante clonación de restricción en los sitios AscI-PacI. Después, pJP3416-GA7-modG se 
hizo reemplazando el casete de FAE1:∆5-elongasa de P. cordata original con un casete de FAE1:∆6-desaturasa de 
M. pusilla mediante clonación de restricción en los sitios SbfI. Las secuencias de nucleótidos de los ADN-T a partir 50 
de cada una de estas construcciones genéticas se muestran como: pJP3416-GA7-modB (SEQ ID NO:2), pJP3416-
GA7-modC (SEQ ID NO:3), pJP3416-GA7-modD (SEQ ID NO:4), pJP3416-GA7-modE (SEQ ID NO:5), pJP3416-
GA7-modF (SEQ ID NO:6) y pJP3416-GA7-modG (SEQ ID NO:7). 
 
Los vectores binarios pJP3416-GA7-modB, pJP3416-GA7-modC, pJP3416-GA7-modD, pJP3416-GA7-55 
modE,pJP3416-GA7-modF y pJP3416-GA7-modG se usan para generar embriones somáticos de Brassica 
transformada y plantas y semillas progenie de Brassica napus, Camelina sativa y Arabidopsis thaliana. Los datos 
para pJP3416-GA7-modB ase muestran en el próximo ejemplo. 
 
ESe generaron ocho eventos transgénicos de pJP3416-GA7-modB A. thaliana y 15 eventos transgénicos de 60 
pJP3416-GA7-modG A. thaliana. Se observó entre el 3,4 % y el 7,2 % de DHA en la semilla agrupada de pJP3416-
GA7-modB y se observó entre el 0,6 y el 4,1 % de DHA en la semilla agrupada de T2 pJP3416-GA7-modG. Varios 
de los eventos de pJP3416-GA7-modB más elevados se sembraron en un medio de selección y las plántulas 
sobrevivientes se llevaron a la siguiente generación. Las semillas se analizan para obtener su contenido de DHA. 
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Dado que las semillas T1 agrupadas representaban poblaciones que eran segregantes para los transgenes e 
incluían cualquier segregante nulo, se espera que las semillas homocigotas de las plantas progenie tendrán niveles 
de DHA aumentados, de hasta un 20 % del total del contenido de ácido graso en el aceite de la semilla. Las otras 
construcciones modificadas fueron usadas para transformar la A. thaliana. Aunque se obtuvo un pequeño número de 
las estirpes transformadas, ninguna produjo niveles de DHA más elevados que la construcción modB. 5 
 
La construcción pJP3416-GA7-modB también se usó para generar plantas de B. napus transformada de la variedad 
cultivada Oscar y en una estirpe de fitomejoramiento denominada NX005. Se obtuvieron diez plantas transformadas 
independientes (T0) hasta ahora para la transformación Oscar, y 20 estirpes independientes para NX005. La semilla 
(la semilla T1) se cosechó de estas estirpes transgénicas. Se realizaron pruebas a grupos de semillas para obtener 10 
los niveles de DHA en el aceite de la semilla, y se seleccionaron las dos estirpes que mostraron los niveles más 
elevados, estas eran estirpes denominadas CT132.5 (en la variedad cultivada Oscar) y CT133.15 (en NX005). Se 
embebieron veinte semillas de CT132.5 y 11 semillas de CT133.15, después de dos días, se extrajo el aceite de 
medio cotiledón de cada semilla individual. La otra mitad de los cotiledones con ejes embrionarios se mantuvieron y 
cultivaron en un medio para mantener las estirpes de progenie específicas. Se determinó la composición de ácido 15 
graso en el aceite; los datos se muestran en la Tabla 16 para CT132.5. El nivel de DHA en diez de las 20 semillas 
analizadas se ubicó en el intervalo de 7-20 % del contenido total de ácido graso que se determinó mediante el 
análisis CG. Otras semillas tenían menos de un 7 % de DHA y pudo contener una copia parcial (incmpleta del ADN-
T de pJP3416-GA7-modB. La estirpe transgénica parecía contener múltiples inserciones de transgenesque no 
estaban unidas genéticamente. Las semillas de la estirpe transgénica CT133.15 exhibieron niveles de DHA en el 20 
intervalo del 0-5 %. Era probable que las semillas sin DHA fueran segregantes nulas. Estos datos confirmaron que la 
construcción modB tuvo un buen desempeño en la producción de DHA en las semillas de colza. 
 
Las construcciones pJP3416-GA7-modB y pJP3416-GA7-modF también se usaron para generar plantas de 
Camelina sativa. Se obtuvieron al menos 24 plantas transformadas independientes (T0) y se examinaron más 25 
detalladamente mediante el análisis de progenie. La semilla (la semilla T1) se cosechó de estas estirpes 
transgénicas. Se realizaron pruebas a grupos de semillas para obtener los niveles de DHA en el aceite de la semilla, 
y se seleccionaron las 6 estirpes que mostraron los niveles más elevados de DHA (entre el 6 % y el 9 %). Los 
niveles de DHA en 20 semillas T1 de cada estirpe se analizaron - la mayoría de las semillas exhibieron niveles de 
DHA en del 6-14 % del contenido total de ácido graso que se determinó mediante el análisis CG. Se determinó la 30 
composición de ácido graso en el aceite; los datos se muestran en la Tabla 17 para varias semillas transgénicas. 
Estos datos confirmaron que las construcciones modB y modF tuvieron un buen desempeño en la producción de 
DHA en las semillas de Camelina. 
 

Tabla 16.  Los perfiles de ácido graso de la mitad de los cotiledones de las semillas de B. napus transgénica T1 en 35 
germinación contenían la construcción modB. Se observó hasta un 18,1 % de DHA con numerosas muestras que 

contenían más que 10 % de DHA 
 

Semilla 

14
:0 

16
:0 

16
:1d

3?
 

16
:1 

16
:3 

18
:0 

18
:1 

18
:1d

11
 

18
:2 

18
:3n

6 

18
:3n

3 

20
:0 

18
:4n

3 

C2
0:1

d1
1 

20
:1d

13
 

C2
0:2

n6
 

C2
0:3

n3
 

C2
2:0

 

20
:4n

3 

20
:5n

3 

22
:3n

3 

C2
4:0

 

C2
4:1

 

22
:5n

3 

C2
2:6

n3
 

1 0,1 4,2 0,1 0,1 0,2 1,8 29,9 2,5 9,9 0,1 38,4 0,5 0,8 1,0 0,0 0,1 2,1 0,3 2,8 0,3 0,1 0,2 0,2 0,5 3,9 

2 0,1 4,7 0,1 0,1 0,2 4,0 23,0 2,3 7,4 0,3 29,3 1,0 4,3 1,1 0,0 0,1 1,9 0,4 6,9 1,0 0,0 0,3 0,1 1,7 9,5 

3 0,1 3,7 0,2 0,1 0,2 1,8 55,1 1,9 4,7 0,2 15,2 0,8 1,8 1,4 0,0 0,1 0,3 0,5 11,3 0,0 0,0 0,3 0,2 0,0 0,0 

4 0,1 4,6 0,2 0,2 0,2 2,9 22,1 1,8 6,6 0,4 26,5 1,0 7,2 1,0 0,0 0,1 0,8 0,5 11,2 1,9 0,0 0,2 0,2 1,7 8,7 

5 0,1 4,0 0,1 0,1 0,2 1,7 27,4 2,1 8,1 0,3 26,4 0,6 2,8 1,0 0,0 0,1 1,5 0,3 7,6 1,5 0,0 0,1 0,1 1,8 12,2 

6 0,1 3,5 0,1 0,1 0,2 1,6 59,8 2,0 4,3 0,1 18,5 0,6 0,5 1,3 0,0 0,0 0,7 0,3 6,0 0,0 0,0 0,2 0,1 0,0 0,0 

7 0,1 6,0 0,3 0,3 0,3 1,7 16,6 2,6 23,9 1,0 23,2 0,6 5,4 0,8 0,0 0,2 0,6 0,4 2,6 1,1 0,0 0,3 0,3 1,7 9,9 

8 0,1 4,9 0,1 0,1 0,2 2,7 12,9 1,4 11,7 0,3 34,3 0,9 5,0 0,9 0,0 0,2 2,4 0,5 4,1 1,3 0,0 0,2 0,2 1,8 13,8 

9 0,1 3,9 0,1 0,1 0,1 2,4 41,6 1,7 21,5 0,0 23,4 0,7 0,0 1,2 0,0 0,1 2,2 0,4 0,0 0,0 0,1 0,3 0,2 0,0 0,0 

10 0,1 3,7 0,2 0,1 0,1 2,1 30,9 1,7 19,2 0,4 23,6 0,7 2,1 1,1 0,0 0,1 1,5 0,4 3,6 0,6 0,0 0,2 0,1 0,7 6,9 

11 0,1 5,7 0,4 0,3 0,2 3,8 41,2 2,4 26,7 2,1 7,2 1,3 0,3 1,2 0,0 0,2 0,3 0,8 4,8 0,0 0,0 0,6 0,3 0,0 0,0 

12 0,1 4,6 0,0 0,1 0,2 2,4 25,5 1,7 16,1 0,3 28,9 0,8 3,9 1,1 0,0 0,1 1,9 0,4 3,9 0,6 0,0 0,2 0,0 1,1 6,2 

13 0,1 4,3 0,1 0,1 0,1 4,2 19,4 1,6 9,2 0,1 45,5 1,0 0,2 1,1 0,0 0,1 5,2 0,4 2,6 0,3 0,2 0,2 0,1 0,4 3,4 

14 0,1 6,3 0,2 0,2 0,2 4,0 10,5 2,3 8,4 0,3 31,1 1,3 3,9 0,8 0,0 0,1 2,3 0,6 4,6 1,8 0,1 0,3 0,2 2,5 18,1 

15 0,1 5,1 0,1 0,2 0,2 3,3 16,8 2,4 11,2 0,3 28,8 1,0 4,5 0,9 0,0 0,1 2,1 0,6 3,2 1,5 0,1 0,3 0,1 1,8 15,1 

16 0,1 4,4 0,1 0,1 0,2 4,0 16,2 1,5 11,6 0,2 33,5 0,9 2,8 1,1 0,0 0,2 3,7 0,4 4,6 0,7 0,1 0,3 0,1 1,3 12,1 

17 0,2 7,2 0,2 0,2 0,2 4,9 15,0 2,1 8,9 0,3 25,9 1,4 5,1 0,9 0,0 0,0 1,6 0,8 4,9 2,1 0,0 0,6 0,3 2,2 15,0 

18 0,1 4,0 0,1 0,1 0,2 2,3 64,8 1,2 7,2 0,1 12,5 1,0 3,5 1,5 0,0 0,1 0,0 0,7 0,0 0,0 0,0 0,5 0,2 0,0 0,0 

19 0,1 3,9 0,1 0,1 0,2 4,6 36,9 1,7 7,1 0,2 28,6 1,2 1,8 1,2 0,0 0,1 1,4 0,5 4,3 0,4 0,0 0,4 0,1 0,8 4,3 

20 0,1 4,8 0,1 0,1 0,2 6,0 18,5 1,2 12,8 0,2 34,8 1,4 2,4 1,1 0,0 0,1 3,4 0,6 3,2 0,4 0,1 0,3 0,1 0,7 7,6 

 
40 
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Tabla 17. Perfiles de ácido graso de semillas de C. sativa transgénica T1 que contienen construcciones modB o 
modF 
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Los inventores consideraron que, en general, la eficacia de las actividades enzimáticas que limitan la velocidad en la 
vía de DHA puede ser mejor en los transformantes de ADN-T de copia múltiple en comparación con los 5 
transformantes de ADN-T de copia simple, o pueden aumentar mediante la inserción de genes múltiples en el ADN-T 
que codifiquen la enzima que puede estar limitando en la vía. Se vio evidencia para la posible importancia de los 
transformantes de copia múltiple en las semillas de Arabidopsis transformadas con la construcción GA7 (Ejemplo 2), 
donde el evento que prdujo más DHA tenía tres ADN-T insertados en el Genoma hospedador. Los genes múltiples 
pueden ser idénticos, o son preferentemente diferentes variantes que codifican el mismo polipéptido, o están bajo el 10 
control de diferentes promotores que tienen patrones de expresión solapados. Por ejemplo, el aumento en la 
expresión puede conseguirse mediante la expresión de múltiples regiones codificadoras de ∆6-desaturasa, incluso 
donde se produce la misma proteína. En pJP3416-GA7-modF y pJP3416-GA7-modC, por ejemplo, dos versiones de 
∆6-desaturasa de M. pusilla estaban presentes y se expresaron mediante diferentes promotores. Las secuencias 
codificadoras tenían un uso del codón diferente y por lo tanto diferentes secuencias de nucleótidos, para reducir los 15 
efectos de silenciamiento o cosupresión potenciales pero resultaron en la producción de la misma proteína. 
 
Ejemplo 6. Actividad de las construcciones específic as de la semilla en embriones somáticos 
 
Con el fin de establecer un sistema de evaluación rápido que era predictiva en cuanto a la expresión de 20 
construcciones genéticas en la semilla bajo el control de promotores específicos de la semilla, se estableció un 
sistema de embriones somáticos para Brassica napus. Este usó un vector para expresar el factor de transcripción de 
LEC2 que se involucra en la iniciación de la embriogénesis somática. Como una demostración, los vectores binarios 
35S:LEC2 y pJP107 (Petrie et al, 2010a y b) se introdujeron en la cepa AGL1 de Agrobacterium tumefaciens a 
través de electroporación convencional y los transformantes de Agrobacterium se usaron para cotransformar 25 
Brassica napus mediante cocultivo. La región de ADN-T de pJP107 contenía genes que codificaban la Isochrysis 
galbana ∆9-elongasa, P. salina ∆8-desaturasa and P. salina ∆5-desaturasa con cada gen expresado mediante un 
promotor específico de la semilla. Una transformación de control utilizo solo el vector 35S:LEC2. La expresión de 
35S:LEC2 dio lugar a la generación de embriones somáticos en cultivo de tejidos directamente a partir de tejido de 
callo de B. napus transformada tal como se describe en el Ejemplo 1. 30 
 
El análisis de los ácidos grasos demostró que los genes específicos de la semilla en el ADN-T de la construcción 
pJP107se expresaron en los embriones somáticos transgénicos en presencia del gen LEC2 co-transformado y 
funcionaron para producir ARA (20:4∆5,8,11,14) a partir de LA y EPA (20:5∆5,8,11,14,17) a partir de ALA. Los datos para 
tres embriones somáticos co-transformados se muestran en la Tabla 18 y la composición de ácidos grasos de cada 35 
uno en comparación con la composición de ácidos grasos del aceite de semilla de la semilla de Brassica napus que 
era transgénica para, y expresando, el ADN-T de pJP107 (Petrie et al., 2010a y b). Se observaron porcentajes 
totales similares de ARA y los ácidos grasos intermedios EDA (20:2ω6) y DGLA (20:3ω6), así como eficacias de 
conversión, en el tejido de embriones somáticos cuando se compararon con los perfiles de semillas transformadas 
de manera estable. Se observaron resultados similares en las composiciones del ácido graso de las semillas 40 
transgénicas T2 estables y los embriones somáticos: loa ácidos grasos ω6 estaban a un nivel del 26,6 % y el 25,6 % 
(en promedio), respectivamente, mientras que se encontró que los niveles de ARA eran del 9,7 % y el 10,6 % (en 
promedio), respectivamente. 
 
Cuando se introdujo 35S:LEC2 solo y se analizaron los embriones somáticos en un tiempo de curso, se encontró 45 
que el perfil de ácidos grasos cambiaba a un perfil más parecido al del embrión con 18:3 ∆9,12,15 decreciente y 18:1∆9 
creciente de manera inversamente correlacionados (Figura 8). Estos resultados indican que los embriones somáticos 
fueron pareciendo a semillas en el carácter y los genes en el ADN-T de pJP107 se expresaron. Esto demostró que el 
sistema de embrión somático permitió una rápida caracterización de las construcciones transgénicas específicas de 
la semilla en B. napus sin requerir el proceso completo de producción de una planta transgénica y, a partir de eso, la 50 
semilla madura. 
 

ES 2 636 487 T3

 



 

73 

Tabla 18. La composición del ácido graso del lípido obtenido a partir de embriones somáticos de Brassica napus 
generados mediante la cotransformación de pJP107 con35S:LEC2, en comparación con el control no transformado 

(WT) y las semillas transformadas T2 con pJP107. Las eficiencias individuales de conversión enzimática se 
muestran entre paréntesis después de las etapas enzimáticas pertinentes. D9-Elo es ∆9-elongasa, D8-Des es ∆8-

desaturasa y D5-Des es ∆5-desaturasa. 5 

 Tipo 
salvaje 

Semilla transgénica 
pJP107 T2 LEC2:n.º 45 LEC2:n.º 57 LEC2:n.º 58 

18:1∆9  57,2 45,7 3,8 2,5 1,9 
18:2∆9,12  19,1 8,7 10 10,6 10 
18:3∆9,12, 15  10,2 4,1 22,5 27,5 24,2 

20:2∆11,14   7,1 ± 1,9 (67 % D9-elo) 5,2 (61,8 % D9-
elo)  

3,7 (56,7 % D9-
elo)  

4,6 (61,8 % D9-
elo) 

20:3∆8,11,14   1,1 ± 0,2 (60 % D8-des)  0,4 (67 % D8-
des) 

0,2 (73 % D8-
des) 

0,4 (73 % D8-
des) 

20:4∆5,8,11,14  9,7 ± 0,9 (90 % D5-des) 10,6 (98 % D5-
des) 

10 (96 % D5-
des) 

11,2 (97 % D5-
des) 

20:3∆11,14,17   4,0 ± 0,8 9,9 5,5 7,3 
20:4∆8,11,14,17   0,3 ± 0,1 0,4 0,3 0,4 
20:5∆5,8,11,14,17   2,4 ± 0,2 7,6 6,4 7,9 
Total de 
nuevos  24,6 34,1 26,1 31,8 

 
Usando el mismo sistema para generar embriones somáticos, se transformaron células de Brassica napus de forma 
separada con pJP3416-GA7-modB y pJP3416-GA7-modD. Se obtuvieron 42 embriones, 18 para modB y 24 para 
modD. Lípido total fue extraído de los embriones y se analizó para obtener la composición del ácido graso. Loa 
embriones contenían entre el 0 % y hasta el 16,9 % de DHA (Tabla 19). Se presume que los resultados con el 0 % 10 
de DHA se debieron a la integración de solo un ADNT-T parcial o una inserción en una región transcripcionalmente 
silenciosa del genoma. Se encontró que la relación del total de FA ω3 (incluido ALA) con respecto al total de FA ω6 
(incluido LA) era de 2,3 para el embrión n.º 270 y de 11,96 para el embrión n.º 284. La relación del total de FA ω6 
(incluido LA) con respecto a FA ω3 (incluido ALA) fue de 0,08 para el n.º 284. La relación de FA ω6 nuevos (sin 
incluir LA) con respecto a FA ω3 (sin incluir ALA) fue de 0,03 para el n.º 284. Se calculó que las eficacias de 15 
conversión generales fueron: (para los embriones n.º 270, n.º 284) OA en EPA = 14,0 %, 29,8 %; OA en DHA = 
9,7 %, 24,2 %; LA en EPA = 15,4 %, 30,7 %; LA en DHA = 10,7 %, 25,0 %; ALA en EPA = 22,1 %, 33,3 %; ALA en 
DHA =15,3 %, 27,0 %. Estas eficacias eran similares, o mayores que en el caso de n.º 284, con respecto a aquellas 
observadas para las estirpes de Arabidopsis pJP3416-GA7 T3 que indicaron que el vector pJP3416-GA7-modBera 
capaz de funcionar bien en las células de B. napus. El nivel de SDA estuvo por debajo del 3,0 %, indicando que la 20 
∆6-elongasa tuvo un mejor desempeño que la construcción GA7. Las eficacias enzimáticas individuales alcanzadas 
en n.º 284 fueron: ∆12-desaturasa, 97,4 %; ω3-desaturasa, 92,3 %; ∆6-desaturasa, 38,2 %; ∆6-elongasa, 88,2 %; 
∆5-desaturasa, 98,8 %; ∆5-elongasa, 94,1 %; y ∆4-desaturasa, 86,3 %. Los saturados totales fueron de 21,2 %, los 
monoinsaturados totales fueron de 10,2 %, los poliinsaturados totales fueron del 68,6 %. 
 25 
Los inventores creen que este fue el nivel más elevado de DHA alcanzado en las células de B. napus hasta la fecha, 
a excepción de datos adicionales que se describen a continuación. Esto también demostró que la modificación en 
pJP3416-GA7-ModB en relación con pJP3416-GA7 fue efectiva para aumentar el nivel de expresión del gen de la 
∆6-desaturasa. Los vectores binarios pJP3416-GA7, pJP3416-GA7-modA, pJP3416-GA7-modC, pJP3416-GA7-
modD, pJP3416-GA7-modE y pJP3416-GA7-modF como se ha descrito anteriormente se co-transformaron con 30 
35S:LEC2 para generar embriones somáticos de B. napus transformada. Se observó hasta un 7,0 % de DHA en los 
embriones de modD, un 9,9 % en los embriones de modE, un 8,3 % en los embriones de modF y un 3,6 % en un 
número menor de embriones de modG. 
 
Tabla 19.  La composición del ácido grasodel aceite de los embriones somáticos de Brassica napus n.º 270 y n.º 284 35 
generaron mediante la cotransformación del DHA especiífico de la semilla de la construcción pJP3416-GA7-modB 

con 35S:LEC2, y n.º 286 y n.º 289 (pJP3416-GA7-modD). 
 n.º 270 n.º 284 n.º 286 n.º 289 
14:0 0,3 0,2 0,2 0,2 
16:0 14,0 15,7 17,2 16,6 
16:1d9 0,7 0,4 0,8 0,8 
16:3 0,5 0,6 1,1 1,3 
18:0 2,6 2,4 2,5 2,5 
18:1d9 6,6 1,8 1,5 1,1 
18:1d11 6,3 6,8 6,5 6,7 
18:2 18,9 4,5 10,0 9,8 
18:3ω6 0,7 0,8 0,3 0,3 
18:3ω3 33,0 37,2 42,0 41,5 
20:0 0,9 0,9 0,8 0,8 
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18:4ω3 1,9 2,8 3,6 4,5 
20:1d11 0,2 0,1 0,1 0,1 
20:2ω6 0,1 0,1 0,1 0,2 
20:3ω3 0,5 0,0 0,5 0,6 
22:0 0,8 1,5 0,6 0,7 
20:4ω3 0,2 0,9 0,7 0,7 
20:5ω3 0,7 0,2 0,3 0,3 
22:2ω6 0,0 1,2 0,0 0,0 
22:3ω3 0,0 0,1 0,0 0,1 
24:0 0,8 1,0 1,0 1,0 
24:1 0,8 1,0 0,7 0,9 
22:5ω3 2,4 2,7 3,2 3,0 
22:6ω3 7,0 16,9 6,1 6,4 

 
Ejemplo 7. Análisis de TAG de semillas de A. thaliana transgénicas que producen DHA 
 
La distribución de la posición de DHA en el TAG de las semillas de A. thaliana transformada se determinó por RMN. 
El lípido total fue extraído de aproximadamente 200 mg de semilla primero mediante trituración bajo hexano antes de 5 
transferir la semilla triturada a un tubo de vidrio que contenía 10 ml de hexano. El tubo se calentó a 
aproximadamente 55 ºC en un baño de agua y luego se sometió a agitación con formación de vórtice y se centrifugó. 
La solución de hexano se retiró y se repitió el procedimiento con otros 4 x 10 ml. Los extractos se combinaron, se 
concentraron mediante evaporación rotatoria y el TAG en el lípido extraído se purificó lejos de los lípidos polares 
mediante el paso a través de una columna corta de sílice usando 20 ml de éter dietílico al 7 % en hexano. Las 10 
distribuciones de posición del grupo acilo en el TAG purificado se determinaron cuantitativamente tal como se 
describió previamente (Petrie et al., 2010a y b). 
 
El análisis mostró que la mayoría del DHA en el aceite total de la semilla se ubicó en las posiciones sn-1/3 del TAG y 
se encontró poco en la posición sn-2 (Figura 9). Esto fue en contraste al TAG a partir de semillas que producían ARA, 15 
lo que demostró que el 50 % del ARA (20:4∆5,8,11,14) se encontraba en la posición sn-2 del aceite de colza 
transgénico mientras que se esperaba solo el 33 % en una distribución aleatoria (Petrie et áal., 2012). 
 
La distribución posicional del DHA en el TAG de las semillas de B. napus transformada con pJP3416-GA7 o con la 
combinación de pJP3115 y pJP3116 se determina esencialmente por el mismo método. 20 
 
El lípido total de las semillas de A. thaliana transgénica también se analizó mediante triple cuadrupolo CL-EM para 
determinar las principales especies de triacilglicerol (TAG) que contienen DHA (Figura 10). Se encontró que las 
especies de TAG que contienen DHA más abundante son DHA-18:3-18:3 (TAG 58:12; nomenclatura no descriptiva 
de distribución de la posición) con el segundo más abundante siendo el DHA-18:3-18:2 (TAG 58:11) Se observó tri-25 
DHA TAG (TAG 66:18) en el aceite de semilla total, aunque a niveles bajos pero detectables. Otras especies 
principales de TAG que contenían DHA incluían DHA-34:3 (TAG 56:9), DHA-36:3 (TAG 58:9), DHA-36:4 (TAG 
58:10), DHA-36:7 (TAG 58:13) y DHA-38:4 (TAG 60:10). Las identidades de las dos especies principales de TAG 
que contenían DHA se confirmaron mediante Q-TOF MS/MS. 
 30 
Ejemplo 8. Predicción de la producción de DHA en semi llas de B. napus 
 
La producción eficaz de DHA en las semillas de Arabidopsis a un nivel del 15 % usando la construcción genética 
GA7 se demostró en el Ejemplo 2. La misma construcción en semillas de Brassica napus produjo solo 
aproximadamente el 1,5 % de DHA en varios (pero no todos) de los transformantes, principalmente debido a la 35 
expresión pobre del gen ∆6-desaturasa de GA7 en estas especies (Ejemplo 4). Basado en la comprensión de que 
las modificaciones a la construcción GA7 podrían superar el problema de la expresión génica de la ∆6-desaturasa 
(véase el Ejemplo 5, como se demuestra en el Ejemplo 6), se realizaron cálculos para determinar el perfil del ácido 
graso probable de las semillas transgénicas de B. napus que expresan los genes a partir de una variante de 
pJP3416-GA7, donde cada enzima que codifica un transgén tenía un desempeño tan eficaz como se observó en A. 40 
thaliana con la construcción GA7. Las composiciones del ácido graso previstas para tres cálculos (n.º 1, n.º 2, n.º 3) 
se muestran en la Tabla 20. Esto se basó en una composición de ácido graso de un tipo silvestre (no transformado) 
para B. napus que incluía 59 % de ácido oleico, 20 % LA y el 8 % ALA. Los tres perfiles de ácidos grasos parciales 
previstos mostrados en la mitad inferior de la tabla se basaban en la eficacia de conversión para cada etapa 
enzimática que se muestra en la mitad superior de la tabla. En la predicción n.º 2, una combinación de ∆12-45 
desaturación a un 75 % de eficacia, ∆15-desaturación a un 75 %, ∆6-desaturación a un 35 %, ∆6-elongación a un 
80 %, ∆5-desaturación a un 90 %, ∆5-elongación a 90 % y ∆4-desaturación a 90 % podría dar lugar a la producción 
de aproximadamente el 10 % de DHA en una semilla transgénica de colza típica. Estas eficacias eran todas 
inferiores o aproximadamente iguales a las eficiencias individuales observadas en Arabidopsis, por lo que la 
predicción n.º 2 representaba una estimación conservadora. Las eficiencias de conversión enumerados en el n.º 3 50 
eran aproximaciones basadas en las conversiones eficaces observadas en A. thaliana transformada con pJP3416-
GA7. Se predijo que el DHA sería producido en aproximadamente el 15 % del contenido total de ácidos grasos en el 
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aceite de la semilla producido en las semillas de B. napus, un resultado que refleja los niveles de producción más 
eficaces observados en A. thaliana. Se espera que la inserción de múltiples T-ADN en el estado homocigoto para 
elevar el nivel de DHA al 20 % en B. napus. 
 

Tabla 20.  Composición de ácidos grasos prevista para los ácidos grasos seleccionados como un porcentaje del 5 
contenido total de ácidos grasos en el aceite de la semilla de Brassica napus transformada con una construcción de 

vía de DHA, basada en las eficiencias enzimáticas observadas en Arabidopsis transgénica. Las enzimas se 
enumeran en orden en la vía para la producción de DHA a partir de ácido oleico. des = desaturasa, elo = elongasa. 
Las composiciones de ácidos grasos previstos n.º 1, n.º 2 y n.º 3 se basan en las eficacias en la mitad superior de la 

Tabla. 10 
 

Enzima  n.º 1 n.º 2 n.º 3 

d12-des  70 % 75 % 80 % 

d15-des  70 % 75 % 80 % 

d6-des (ω3)  30 % 35 % 40 % 

d6-elo  80 % 80 % 90 % 

d5-des  80 % 90 % 90 % 

d5-elo  80 % 90 % 90 % 

d4-des  80 % 90 % 90 % 

     

Ácido graso Tipo salvaje n.º 1 n.º 2 n.º 3 

18:1d9 59 % 26 % 22 % 18 % 

18:2ω6 20 % 19 % 17 % 14 % 

18:3ω6  1 % 2 % 3 % 
     

18:3ω3 8 % 30 % 32 % 34 % 

18:4ω3  3 % 3 % 2 % 

20:4ω3  2 % 1 % 2 % 

20:5ω3  2 % 1 % 2 % 

22:5ω3  1 % 1 % 2 % 

22:6ω3  5 % 10 % 15 % 
 
Ejemplo 9. Expresión estable de una vía de EPA transgén ico en una hoja de la planta 
 
Construcción del vector binario 15 
 
Un vector binario, pORE04+11ABGBEC_caupí_EPA_inserto (SEQ ID NO:8) fue diseñado para la introducción de un 
ADN-T en las plantas para la síntesis de EPA en los tejidos de la hoja. Contenía genes quiméricos que codificaban 
las enzimas: ∆6-desaturasa de M. pusilla (SEQ ID NO:16), ∆6-elongasa de P. cordata (SEQ ID NO:25) y ∆5-
desaturasa de P. salina (SEQ ID NO:30), cada una bajo el control de CaMV 35S y promotores de la pequeña 20 
subunidad de rubisco deA. thaliana (SSU) (Figure 9). El vector binario se construyó sintetizando la región 199-10878 
de SEQ ID 2 en el vector binario receptor pORE04 (Coutu et al., 1997) en los sitios BsiWI y KasI. Los tres genes de 
biosíntesis de ácidos grasos codificados para las enzimas requeridas para convertir ALA, 18:3∆9,12,15 en EPA, 
20:5∆5,8,11,14,17. 
 25 
Expresión transitoria de la construcción EPA en las células de las hojas de N. benthamiana 
 
Para probar que las construcción era correcta y expresaría los genes eficazmente en los tejidos de las hojas, el 
vector quimérico pORE04+11ABGBEC_caupí_EPA_insertado se introdujo en la cepa AGL1 de A. tumefaciens. 
También se introdujo un vector quimérico 35S:p19 a la cepa AGL1 de A. tumefaciens tal como se describe en el 30 
Ejemplo 1. Las células de los cultivos de estos infiltrados en los tejidos de las hojas de plantas de Nicotiana 
benthamiana en una habitación de cultivo a 24 ºC. Varias comparaciones directas se infiltraron con las muestras que 
se comparan situadas a ambos lados de la misma hoja. Los experimentos se realizaron por triplicado. Después de la 
infiltración, las plantas se cultivaron durante otros cinco días antes de que se tomaran discos de hojas para el perfil 
de ácido graso por análisis de CG como se describe en el Ejemplo 1. El análisis por CG reveló que el vector de EPA 35 
estaba funcionando para producir EPA en la hoja de Nicotiana benthamiana (Tabla 21) con el mayor nivel de EPA 
encontrado del 10,7 % de los lípidos totales de las hojas. 
 

ES 2 636 487 T3

 



 

76 

Transformación estable de Nicotiana tabacum 
 
El vector quimérico pORE04+11ABGBEC_caupí_EPA_inserto se usó para transformar de manera estable la 
Nicotiana tabacum. El vector se introdujo a la cepa AGL1 de A. tumefaciens mediante un procedimiento de 
electroporación convencional. Las células transformadas se cultivaron en un medio LB sólido complementado con 5 
kanamicina (50 mg/l) y rifampicina (25 mg/l) y se incubaron a 28 ºC durante dos días. Una sola colonia se usó para 
iniciar el cultivo fresco. Después de 48 h de cultivo vigoroso, las células se recogieron por centrifugación a 2,000xg y 
se eliminó el sobrenadante. Las células se resuspendieron en solución fresca que contenía un 50 % de LB y un 
50 % de un medio de EM en la densidad de DO600 = 0,5. 
 10 
Tabla 21.  Composición de ácidos grasos de los lípidos totales de hoja de los eventos de Nicotiana benthamiana 
(transitoria) y Nicotiana tabacum (transformante primario estable) transgénicas con los más altos niveles de EPA de 
cada experimento. 

  N. benthamiana N. tabacum 

 14:0 0,1 0,1 

 16:0 18,5 17,8 

 16:1w13t 2,2 3,8 

 16:1d9 0,1 0 

 16:3 6,2 5,7 

 18:0 3,4 3,2 

 18:1d11 0,3 0,3 

 20:0 0,5 0,5 

 22:0 0,2 0,3 

 24:0 0,1 0,4 

    

 18:1 2,9 1,6 

 18:2ω6 12,6 14,5 
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m

eg
a-

6 

18:3ω6 2,3 2,9 

20:2ω6 0,0 0,0 

20:3ω6 0,1 0,0 

20:4ω6 0,3 0,7 

    

O
m

eg
a-
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18:3ω3 37,1 32,4 

18:4ω3 1,6 1,9 

20:3ω3 0,1 0,3 

20:4ω3 0,3 1,1 

20:5ω3 10,7 12,1 

22:5ω3 0,3 0,4 
 
Las muestras de hojas de la variedad N. tabacum W38 cultivada in vitro fueron extirpadas y cortadas en secciones 15 
cuadradas de aproximadamente el 0,5-1 cm2 de tamaño con un bisturí afilado mientras estaban inmersas en la 
solución de A. tumefaciens. Los trozos de hojas de N. tabacum heridos sumergidos en A. tumefaciens se dejaron 
reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos antes de ser secados en un papel de filtro estéril y se 
transfirieron a placas de EM y sin complemento. Tras un período de cocultivo de dos días a 24 ºC, los explantes se 
lavaron tres veces con un medio estéril, líquido EM, después se secaron con papel de filtro estéril y se colocaron en 20 
el agar de selección EM complementado con 1,0 mg/l de bencilaminopurina (BAP), 0,25 mg/l de ácido indolacético 
(IAA), 50 mg/l de kanamicina y 250 mg/l de cefotaxima. Las placas se incubaron a 24 ºC durante dos semanas para 
permitir el desarrollo de los brotes de los trozos de hojas de N. tabacum transformadas. 
 
Para establecer plantas transgénicas enraizadas in vitro, brotes verdes saludables se cortaron y se transfirieron a 25 
macetas de cultivo de tejidos de 200 ml que contenían un medio agar EM suplementado con 25 g/l de IAA, 50 mg/l 
de kanamicina y 250 mg/l de cefotaxima. Brotes transgénicos se transfirieron a suelo después de enraizamiento y se 
cultivaron hasta la madurez en el invernadero. Se tomaron discos de hojas uficientemente grandes de 21 plantas 
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transgénicas maduras y se analizaron para obtener el perfil de ácidos grasos como se describe en el Ejemplo 1. Se 
encontró que todas las muestras transgénicas contenían EPA (Tabla 21) con el mayor nivel de EPA en un 
transformante primario hemicigotos que se encontró que era del 12,1 % de los lípidos totales de las hojas. Las 
muestras de hojas también contenían una pequeña cantidad (< 0,5 %) de la DPA en su lípido, que resultó de la 
elongación de la EPA por un bajo nivel de actividad de ∆5-elongación de la ∆6 elongasa. La relación del total de FA 5 
ω3 (incluido ALA) con respecto a FA ω6 (incluido LA) fue de 2,7. Se calculó que las eficacias de conversión 
generales fueron: OA en EPA = 18,4 %, LA en EPA = 18,9 %, ALA en EPA = 25,9 %. La producción del 12 % de 
EPA es notable especialmente puesto que los eventos eran transformantes primarios hemocigotos La eficacia de 
ALA en EPA en particular es parecida a la observada en los transformantes de semillas estables. Vale la pena 
señalar que la construcción no contenía una 12 o 15 desaturasa para aumentar la conversión de OA y LA en ALA. 10 
Se esperaba el aumento de la eficacia con la adición de estas actividades. 
 
Las semillas de transformantes hemicigotos están siendo cosechadas y sembradas para generar plantas 
homocigotoas. 
 15 
Las semillas en las estirpes superiores de la EPA parecían normales y las semillas de las estirpes n.º 10 y n.º 17 se 
germinaron para establecer la generación T2. La relación de EPA con respecto a las estirpes nulas (no hay EPA) 
indicó que el evento n.º 28 era de un solo locus y por lo tanto se estableció también la generación T3 de esta estirpe. 
El análisis del perfil de ácidos grasos de la población T3 indicó que los transgenes eran homocigotos sin eventos 
nulos encontrados y una cantidad estable de EPA. Se encontró que la cantidad promedio de EPA en los lípidos 20 
totales de la hoja en toda la población T3 era 9,4 % ± 0,3 (Tabla 22). 
 
Tabla 22.  Perfiles representativos del ácido graso del total de lípidos de la hoja a partir del tipo silvestre (WT) y de 
las estirpes transgénicas independientes o trasformadas temporalmente (EPA). Las especies son Nicotiana 
benthamiana (transformación temporal), N. tabacum (una población T3 transformada de manera estable), Vigna 25 
unguiculata (caso T1 transformado de manera estable). Los errores representan la desviación típica de múltiples 
muestras. Las eficacias de conversión aparentes que se muestran en la parte inferior describen la vía ω3 y se 
calculan como el total del producto de FA / total de sustrato + producto de FA. 

 
  N. benthamiana N. tabacum V. unguiculata 

  WT EPA WT EPA WT EPA 

 16:0 17,7±0,1 18,7±0,2 15,0±0,6 16,5±0,5 18,0 18,2±0,2 

 16:1ω13t 3,2±0,1 2,2±0 3,5±0,1 3,0±0,3 3,8 2,0±0,9 

 16:3 6,8±0,1 6,2±0,1 5,2±0,5 5,4±0,3 – – 

 18:0 3,1±0 3,5±0,3 2,2±0,2 2,6±0,1 1,8 4,5±0,4 

 Menor 1,4±0 1,4±0,1 3,1±0,4 2,5±0,3 2,3 2,5±0,4 

        

 OA 1,7±0,1 2,7±0,2 1,6±0,3 2,1±0,3 2,0 4,3±1,3 

 LA 12,5±0,4 12,7±0,2 17,0±1,1 18,0±0,9 13,4 18,2±3 ,0 

 ALA 53,3±0,2 37,2±0,2 52,2±1,9 34,0±0,6 58,6 38,2± 0 
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m
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GLA – 2,3±0,1 – 2,3±0,3 – 0,6±0,2 

20:2ω6 0,1±0 – 0,1±0 0,1±0 – 0,1±0 

DGLA 0,1±0 0,1±0 – – – – 

ARA – 0,3±0 – 0,7±0,1 – 0,2±0 

        

O
m

eg
a
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SDA – 1,5±0,1 – 1,6±0,1 – 1,5±0 

20:3ω3 0,1±0 0,1±0 0,1±0 0,3±0 0,1±0 1,5±0,1 

ETA – 0,4±0 – 1,1±0,1 – 0,3±0,2 

EPA – 10,2±0,5 – 9,4±0,3 – 7,1±0,2 

DPA – 0,3±0,1 – 0,4±0 – 0,8±0,1 

        

C
on

ve
rs
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n 

de
 o

m
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a
-3

 

∆6-des  25 %  27 %  20 % 

∆6-elo  88 %  87 %  85 % 

∆5-des  97 %  90 %  96 % 
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∆5-elo  3 %  4 %  10 % 

 
Las muestras de hojas de plantas N. tabacum T3 homocigotas se sometieron a análisis bioquímicos adicionales. Los 
lípidos totales se extrajeron a partir de material de hojas secadas por congelamiento y se fraccionaron mediante 
cromatografía en capa fina (CCF). Se encontró que EPA estaba presente en el N. tabacum TAG en más de un 
30,1 % así como en los lípidos polares a en un 6,3 % (Tabla 23). Fue interesante destacar que el EPA producido por 5 
la vía transgénica estaba presente en todas las fracciones de lípido evaluadas incluidos TAG, MGDG, DGDG, SQDG, 
PG, PC, PE, PI y PS. Todos los grupos de lípidos contenían bajos niveles de nuevos intermedios o ácidos grasos 
LC-PUFA ω6 siendo la relación de TAG de los ácidos grasos ω3 nuevos con respecto a los ω6 10:1. 
 
Transformación estable de caupí 10 
 
El vector quimérico pORE04+11ABGBEC-caupí-EPA-inserto se transformó en caupí (Vigna unguiculata) tal como 
sigue. Las semillas secas maduras son el material de partida preferido aunque las semillas cosechadas de vainas 
inmaduras a un peso fresco máximo de las semillas también pueden usarse. Las semillas secas se desgranan a 
mano para evitar la fractura de la cubierta de las semillas y de esta forma se reduce la contaminación con 15 
microorganismos. 
 
 Las semillas secas o las vainas inmaduras se sumergen en etanol al 70 % durante 2 min y luego se tratan durante 
30 min en lejía comercial al 20 % (8,4 g/l de concentración final de hipoclorito de sodio). Después, estas semillas se 
lavan varias veces con agua estéril. Las semillas inmaduras se eliminan asépticamente de las vainas mientras que 20 
las semillas maduras se embeben durante la noche. Dos explantes diferentes pueden usarse para la producción 
múltiple de brotes, es decir, el eje embrionario y el cotiledón en sí mismo, preferentemente el cotiledón con el eje 
embrionario bisecado unido. Las puntas de los brotes y las semillas se eliminan del eje antes de lesionar el nodo de 
cotiledones, es decir, el punto de unión del eje al cotiledón. A partir de una comparación inicial de 19 cultivos y 
estirpes, está claro que la mayoría de las estirpes de caupí pueden transformarse, siendo la única salvedad que 25 
diferentes condiciones de cultivo de tejido necesitan ser optimizadas para cada estirpe. 
 
Tabla 23. Análisis de fracciones del lípido de hojas jóvenes y maduras (joven | madura) de triacilglicerol (TAG), lípido 
polar total (PL), monogalactosildiacilglicerol (MGDG), digalactosildiacilglicerol (DGDG), sulfoquinovosildiacilglicerol 
(SQDG), fosfatidilglicerol (PG), fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (PI) y fosfatidilserina 30 
(PS) a partir de muestras de hojas de Nicotiana tabacum. Los errores representan la desviación típica de múltiples 
muestras. Se observó hasta un 30 % de EPA en el TAG de la hoja con EPA también distribuido a través de los 
lípidos polares. Las diferencias entre los perfiles de las hojas jóvenes y maduras también se observaron por varios 
ácidos grasos. 
 35 
    Cloroplastídico Extracloroplastídico 

  TAG PL MGDG DGDG SQDG PG PC PE PI PS 

 16:0 9,8 | 18,3 17,8 | 23,8 3,1 | 3,2 18,0 | 16,8 48,3 | 50,0 21,0 | 26,4 22,9 | 30,0 24,0 | 30,5 38,7 | 43,3 31,9 | 36,2 

 16:1ω1
3t 0 | 0 3,4 | 3,1 0 | 0 0 | 0 0 | 0 34,0 | 32,0 0 | 0 0 | 0 0 | 0 1,0 | 1,4 

 16:3 0,2 | 0,9 5,6 | 6,4 14,8 | 
19,4 

1,2 | 1,8 0,4 | 1,2 0 | 0 0 | 0 0 | 0 0 | 0 0 | 0 

 18:0 7,3 | 3,7 2,9 | 3,9 1,1 | 1,2 3,5 | 3,5 5,4 | 7,1 4,7 | 6,9 6,6 | 9,1 11,0 | 11,4 9,4 | 9,3 20,2 | 19,4 

 Menor 2,5 | 2,9 1,4 | 2,4 1,0 | 0,4 0,8 | 1,0 1,9 | 2,1 1,0 | 1,5 1,4 | 1,6 4,9 | 4,1 6,5 | 7,7 2,5 | 3,7 

            

 OA 5,5 | 0,8 2,8 | 1,1 0,8 | 0,3 1,8 | 1,0 2,7 | 1,3 5,3 | 4,9 8,1 | 2,9 2,5 | 1,1 2,5 | 0,8 4,9 | 2,3 

 LA 27,7 | 13,7 17,3 | 12,3 8,0 | 6,8 9,2 | 10,5 11,7 | 8,9 17,1 | 13,2 39,2 | 25,2 37,9 | 28,5 22,0 | 13,4 24,4 | 17,1 

 ALA 9,6 | 17,2 39,0 | 34,4 
60,3 | 
51,9 61,2 | 58,6 23,7 | 21,5 15,7 | 14,1 7,3 | 18,2 5,5 | 10,5 7,6 | 10,0 4,8 | 10,5 

            

O
m
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GLA 2,5 | 3,0 1,5 | 2,1 2,1 | 3,0 1,1 | 1,8 1,4 | 1,9 0,2 | 0 1,8 | 2,5 1,7 | 2,7 0,8 | 0,9 1,1 | 1,3 

20:2ω6 0 | 0 0,1 | 1,1 0 | 0 0 | 0 0 | 0 0 | 0 0 | 0 0,5 | 0 0 | 0 0 | 0 

DGLA 0 | 0 0 | 0 0 | 0 0 | 0 0 | 0 0 | 0 0 | 0 0 | 0 0 | 0 0 | 0 

ARA 0,6 | 0,9 0,1 | 0,2 0,2 | 0,4 0 | 0 0 | 0 0 | 0 0,3 | 0,3 0,4 | 0,4 0,4 | 0,6 0 | 0,2 

            

O
m
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SDA 4,0 | 7,6 1,6 | 2,0 1,7 | 2,0 0,6 | 0,7 1,2 | 1,2 0 | 0 2,1 | 3,6 1,3 | 2,0 0,8 | 0,8 0,9 | 1,6 

20:3ω3 0,2 | 0,3 0,1 | 0,2 0 | 0 0,2 | 0,3 0 | 0 0 | 0,1 0,2 | 0 0,3 | 0,4 0 | 0 0 | 0 

ETA 0,9 | 0,2 0,2 | 0,3 0 | 0,2 0 | 0,3 0 | 0 0 | 0 0,2 | 0 0,4 | 0,2 0,1 | 0,2 0 | 0 
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EPA 28,8 | 30,1 6,1 | 6,3 6,9 | 11,2 2,3 | 3,6 3,4 | 4,6 1,0 | 0,8 9,7 | 6,4 9,1 | 7,8 11,2 | 12,8 8,4 | 6,2 

DPA 0,4 | 0,5 0 | 0 0 | 0,1 0 | 0 0 | 0 0 | 0 0,3 | 0,4 0,5 | 0,4 0 | 0,2 0 | 0,1 

 
Los genes marcadores de selección, bar o NptII pueden usarse para la transformación. La cepa AGL1 de 
Agrobacterium tumefaciens es la cepa preferida para la transformación de caupí. El Agrobacterium que contiene el 
vector insertado pORE04+11ABGBEC-caupí-EPA se cultiva durante la noche a 28 ºC en un agitador a 180 rpm y la 
suspensión se centrifuga a 8000 g durante 10 min y se resuspende en un medio 1 (medio básico EM diluido uno en 5 
diez y que contiene 30 g/l de sacarosa, 20 mM de 2- MES, se ajusta a un pH de 5,6 antes de la autoclave, se 
complementó con vitaminas de EM esterilizadas filtradas, 100 mg/l de mio-inositol, 1,7 mg/l de BAP, 0,25 mg/l de 
GA3, 0,2 mM de acetosiringona, 250 mg/l de Na-tiosulfato, 150 mg/l de ditiotreitol y 0,4 g/l de L-cisteina). Los 
explantes se sumergen sin agitación en la suspensión bacteriana durante una hora seguido de la lesión en las 
regiones meristemáticas con un bisturí. Los explantes tratados se seca, luego en papel de filtro estéril y se 10 
transfieren a un Medio sólido 2 (medio 1 que contiene 0,8 % de agar) superpuesto a papel de filtro. Después de 
cuatro días de cocultivo, los explantes se transfieren al Medio 3 (medio de EM funcionando plenamente, 
complementado con 100 mg/l de mio-inositol, 150 mg/l de timentina, 30g/l de sacarosa, 3mM de MES, 1,7 mg/l de 
BAP, 5 mg/l de PPT o 25-50 mg/l de geneticina o 150 mg/l de kanamicina, 0,8 g/l de agar y se ajusta el pH a 5,6) 
para la iniciación de los brotes y la selección de los brotes transformados. Después de dos semanas los primeros 15 
brotes son visibles. Los cotiledones se eliminan de la región del nodo de cotiledones y los cultivos se transfieren al 
Medio fresco 3. Los cultivos se transfieren al Medio fresco 3 cada dos semanas seguido de la eliminación del tejido 
muerto y moribundo. Los primeros cuatro subcultivos están en la selección de kanamicina seguido de la alternación 
con geneticina y kanamicina. Después de seis subcultivos, los brotes verdes sobrevivientes se transfieren al Medio 4 
(Medio 3 sin BAP pero complementado con 0,5 mg/l de GA3, 50 mg/l de asparagina, 0,1 mg/l de ácido 3-20 
indoleacético (IAA), 150 mg/l de timentina, y PPT (10 mg/l), geneticina (50 mg/l) o kanamicina (150 mg/l), para la 
elongación del brote. Los brotes se subcultivan cada dos semanas hasta que los brotes simples miden más de 1 cm. 
Estos brotes más largos son transferidos de las placas de Petri a recipientes de cultivo (80 mm de altura) para un 
crecimiento adicional bajo selección. 
 25 
La mayoría de los brotes regenerados pueden ser enraizados in vitro, y las plantas enraizadas se transfieren a tierra 
y se permite que se establezcan en una cámara de gran humedad durante 14-21 días antes de la transferencia a las 
condiciones ambientales del invernadero. 
 
Para potenciar la transferencia de genes al caupí, los medios de cocultivo se complementan con compuestos de tiol. 30 
La adición de L-cisteína, ditiotreitol, y tiosulfato de sodio reduce el oscurecimiento del tejido herido. 
 
Un gran número de explantes de caupí se pueden procesar en un protocolo simplificado. En resumen, el protocolo 
consta de los siguientes pasos: imbibición de semillas maduras esterilizadas durante la noche en agua, los explantes 
se derivan de bisecar longitudinalmente la semilla como resultado de lo cual, el eje embrionario split (con los ápices 35 
de brotes y raíces eliminados) todavía está unido al cotiledón, la infección con la cepa AGL1 de Agrobacterium 
ayudado por la herida local en las regiones meristemáticas, cocultivo en un medio que contiene compuestos de tiol 
durante 4 días a 25 °C a la luz, iniciación del brote y elongación en un medio que contiene agentes selectivos, los 
brotes se enraízan in vitro y se transfieren a condiciones de invernadero para la configuración de la floración y las 
semillas, análisis de PCR o la enzima de plantas transgénicas putativas, y el análisis de la progenie de la próxima 40 
generación mediante PCR o actividad enzimática. 
 
La progenie de las plantas T0 transgénicas son normales en el fenotipo. Los transgenes se transmiten a la progenie 
y las plantas T2 homocigóticas se identifican mediante el análisis de su progenie T3 para la actividad enzimática o 
mediante PCR. 45 
 
Usando este sistema de transformación se producen aproximadamente el 10 plantas transgénicas cada 1000 
explantes, que es similar a la frecuencia de transformación para otras legumbres. Dependiendo de la variedad o la 
estirpe a ser transformada, este protocolo requiere 5-8 meses a partir de la preparación del explante hasta las 
semillas T1 cosechadas. 50 
 
El sistema de transformación se utiliza para introducir el vector binario pORE04+11ABGBEC-caupí-EPA-inserto en 
plantas de caupí transformadas regeneradas. 
 
Las modificaciones al vector binario pORE04+11ABGBEC-caupí-EPA-inserto se hacen en los genes en los que se 55 
codifican una ∆5-elongasa y ∆4-desaturasa, para proporcionar una construcción genética que confiere la capacidad 
de convertir adicionalmente la EPA producida en DHA. La construcción se transforma en las plantas para la 
producción de DHA en tejidos vegetativos. 
 
Se encontró EPA presente en el número pequeño de eventos que sobrevivieron a la selección química. La estirpe 60 
más elevada contenía el 7,1 %±0,2 de EPA en el total de los lípidos de la hoja. La velocidad de transformación fue 
más baja que la experimentada por lo general para el caupí con solo seis estirpes transgénicas confirmadas. Es, 
hasta ahora, desconocida la causa de este efecto aunque es interesante notar que una proporción de eventos 
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transgénicos más grande que la habitual contenían regiones de ADN-T incompletas. Es posible que el tamaño 
grande de la construcción contribuyó a la reducción de la eficacia. También se calcularon las eficacias de conversión 
aparentes de cada una de las tres enzimas transgénicas (Tabla 22). Los resultados fueron ampliamente similares en 
las tres especies con una buena conversión en EPA después de la ∆6-desaturación inicial del ALA nativo. Alguna 
∆5-elongación de EPA en DPA se notó a pesar de la ausencia de una ∆5-elongasa específica. Se ha demostrado 5 
previamente que la ∆6-elongasa de P. cordata tiene un nivel bajo de actividad de ∆9-elongasa (es decir, una 
conversión de 18:3∆9,12,15 en 20:3∆11,14,17) aunque no se detectó actividad de ∆5-elongasa en un ensayo de levadura. 
 
Ejemplo 10. Pruebas de variaciones de genes de ∆12-Desaturasa 
 10 
Construcción del vector binario 
 
En un intento de probar y comparar una serie de genes quiméricos de ∆12-desaturasa, se realizaron varios vectores 
binarios para transformar A. thaliana y B. napus. Los vectores binarios pJP3365, pJP3366, pJP3367, pJP3368 y 
pJP3369 cada uno contenían genes que codificaban las enzimas ω3-desaturasa de P. pastoris (SEQ ID NO:12) y 15 
∆6-desaturasa de M. pusilla (SEQ ID NO:16), y una de una serie de ∆12-desaturasas. Las ∆12-desaturassas eran 
de Cryptococcus neoformans (N.º de acceso. XP_570226 en pJP3365), una versión de la ∆12-desaturasa de 
Cryptococcus neoformans que contenía una mutación de L151M en un intento de aumentar la actividad génica (en 
pJP3366), Lachancea kluyveri (SEQ ID NO:10 in pJP3367), Synechocystis PCC6803 (N.º de acceso BAA18169 en 
pJP3368) y Crepis palaestina (N.º de acceso CAA76157, Lee et al., 1998, en pJP3369). La desaturasa de Crepis fue 20 
la única desaturasa vegetal en la serie; las otras eran enzimas fúngicas. Los vectores se realizaron mediante la 
inserción de una región de codificación de proteínas optimizada por un codón vegetal, excepto para la Crepis 
palestina ∆12-desaturasa, que era de tipo silvestre, para cada ∆12-desaturasa en el sitio NotI del vector pJP3364 
(véase la Figura 12), en la orientación unida de manera operativa al promotor FP1 para obtener la expresión 
específica de la semilla de cada desaturasa. El vector de pJP3364 ya contenía los genes quiméricos que codifican la 25 
ω3-desaturasa de P. pastoris y ∆6-desaturasa de M. pusilla, cada uno bajo el control de promotores específicos de 
la semilla (Figura 12). La combinación de las tres enzimas de la biosíntesis del ácido graso, a saber, ∆12-desaturasa, 
ω3-desaturasa y ∆6-desaturasa, fue diseñada para ensamblar una vía para convertir el ácido oleico (18:1∆9) en SDA 
(18:4∆6,9,12,15). Por tanto, se realizaron para medir el nivel de producción de SDA en semillas transformadas. 
 30 
Transformación de A. thaliana y B. napus 
 
Los vectores quiméricos se introdujeron en la cepa AGL1 de A. tumefaciens y en células de cultivos de 
Agrobacterium transformado usado para transformar plantas A. thaliana mutantes fad2 usando el método de 
inmersión floral para la transformación (Clough y Bent, 1998). Después de la maduración, las semillas T1 de las 35 
plantas tratadas se cosecharon y se colocaron en placas de EM que contenían kanamicina para seleccionar las 
plántulas que tenían el gen marcador de selección NptII presente en el ADN-T de cada vector quimérico. Las 
plántulas sobrevivientes T1 se transfirieron al suelo. Después de permitir que las plantas se autofertilizar y de 
cultivarlas hasta la madurez, las semillas T2 a partir de estas plantas fueron cosechadas y la composición del ácido 
graso de los lípidos de la semilla se analizó mediante CG. 40 
 
El vector quimérico pJP3367 también se utilizó para transformar B. napus por el método descrito en el Ejemplo 4 
para generar 12 eventos transgénicos. Se encontró que el SDA variaba entre el 0,6 % y el 2,2 % en las semillas 
agrupadas de las plantas, y nueve semillas individuales de la planta transgénica con el nivel de SDA más elevado se 
analizaron para obtener la composición del ácido graso. Los datos de la composición del ácido graso de dicho 45 
análisis se muestran en la Tabla 24. 
 
Los datos de la actividad de la ∆12-desaturasa expresada a partir de cada uno de los ADN-T tanto en A. thaliana 
como en B. napus fueron inesperadamente bajos, proporcionando una eficiencia de conversión enzimática de 
aproximadamente el 20 % más que el 70-80 % visto con el mismo casete de expresión en la construcción GA7 50 
(Ejemplos 2 y 3). La razón de esta relativamente pobre expresión de los genes de la ∆12-desaturasa de estos 
vectores no es clara, pero puede estar relacionada con la posición de los genes en la construcción como un todo. 
 
En contraste, el análisis de expresión TI-PCR demostró que los genes de ω3-desaturasa de P. pastoris y ∆6-
desaturasa de M. pusilla en el ADN-T se expresaron relativamente bien en la semilla transformada. La Tabla 24 55 
incluye las eficiencias de conversión de la ∆6-desaturasa en las semillas transformadas, que variaban entre 
aproximadamente el 11 % y aproximadamente el 25 % en la estirpe de B. napus transformada. Esta era 
considerablemente más elevada que la eficiencia de conversión de la ∆6-desaturasa de aproximadamente el 7 % 
observada en las semillas de B. napus transformadas con la construcción GA7 (Ejemplo 4). 

 60 
Tabla 24. Composición del ácido graso como un porcentaje del total de ácidos grasos en el aceite de la semilla a 
partir de semillas simples de una planta de Brassica napus T1 transformada con el ADN-T de pJP3367. SDA 
(18:4ω3) se muestra en negrita. 
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C14:0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

C16:0 4,3 4,2 4,1 4,5 3,8 4,3 4,0 5,0 4,7 

16:1d7 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 

C16:1d9 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 

16:3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 

C18:0 1,9 1,9 1,3 1,8 2,1 1,8 2,4 3,1 2,2 

C18:1 58,1 59,4 55,5 59,1 62,1 56,0 57,2 52,0 53,2 

C18:1d11 3,5 3,6 3,0 3,2 2,9 3,6 3,2 4,4 3,5 

C18:2 18,4 17,1 19,2 17,3 17,4 18,7 19,0 20,3 20,2 

C18:3ω6 0,3 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 

C18:3ω3 8,2 9,0 11,1 8,6 7,5 10,2 9,8 9,3 9,8 

C20:0 0,5 0,5 0,4 0,5 0,6 0,5 0,6 0,7 0,6 
18:4ω3 2,4 2,0 2,8 2,5 1,4 2,6 1,3 2,4 3,2 

C20:1d11 1,1 1,1 1,2 1,2 1,2 1,1 1,2 1,1 1,1 

20:1iso 0,03 0,03 0,03 0,03 0,01 0,03 0,02 0,03 0,02 

C20:2ω6 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

C22:0 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2 

C24:0 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,2 0,3 0,2 

C24:1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

          

% de ∆6-des 22,9 17,9 20,3 22,8 15,8 20,2 11,7 20,9 24,9 
 
Por tanto, para beneficiarse de la ventaja de las eficacias de conversión más elevadas de la ∆6-desaturasa 
conferidas por el ADN-T a partir de pJP3367, se cruzaron plantas de B. napus transformadas con este ADN-T con 
plantas transformadas con el ADN-T a partir de pJP3416-GA7 (Ejemplo 4) para producir plantas y semillas progenie 
que contengan los dos ADN-T. La composición de ácido graso del aceite extraído de las semillas F1 se analiza 5 
mediante CG para obtener el contenido de DHA y los contenidos de otros ácidos grasos. Se observa un aumento del 
nivel de DHA como consecuencia del aumento en la expresión de la ∆6-desaturasa. Se producen plantas que son 
homocigotas para ambos ADN-T y deberían producir niveles de DHA más elevados. 
 
Ejemplo 11 Aumento de la acumulación de ácidos graso s mediante el uso de proteínas supresoras del 10 
silenciamiento 
 
Construcción del vector binario: 
 
El documento WO 2010/057246 describe el uso de proteínas supresoras del silenciamiento (SSP) para aumentar la 15 
expresión del transgén en las semillas de las plantas. Para demostrar que el uso de dichas proteínas puede 
potenciar y estabilizar la producción de LC-PUFA en las oleaginosas en varias generaciones, se seleccionaron 
varias SSP para someterlas a prueba, a saber, V2 (N.º de acceso GU178820.1), p19 (N.º de acceso AJ288943.1), 
p38 (N.º de acceso DQ286869.1) y P0PE (N.º de acceso L04573.1). p19 es una proteína supresora del virus del 
enanismo arbustivo del tomate (TBSV) que se une a ARNip con una longitud de 21 nucleótidos antes de que guíen 20 
la escisión guiada por argonauta de ARN (Voinnet et al., 2003) homólogo. V2, una proteína supresora del virus del 
rizado amarillo del tomate (TYLCV), se une a la proteína vegetal SGS3 (Glick et al., 2008), una proteína que se creía 
necesaria para la producción de intermedios del ARN de cadena doble a partir de sustratos de ARN monocatenario 
negativo (Beclin et al., 2002), o se une a estructuras de ARN bicatenario que tienen un excedente en el extremo 5’ 
(Fukunaga et al., 2009). p38 es una proteína supresora del virus del arrugado del nabo (TCV) que interfiere con los 25 
mecanismos de silenciamiento vegetal uniéndose a las proteínas Dicer and Argonauta (Azevedo et al., 2010). Las 
proteínas P0 tales como P0PE y RPV-P0, a partir polerovirus, proteínas Argonauta objetivo para la degradación 
potenciada (Baumberger et al., 2007; Bortolamiol et al., 2007, Fusaro et al., 2012). Por tanto, las construcciones 
genéticas se prepararon para la expresión de estas SSP en las semillas vegetales en combinación con un conjunto 
de genes de la biosíntesis de ácidos grasos para la producción de ARA (20:4∆5,8,11,14) a partir de LA (18:1∆9,12), como 30 
sigue. 
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Los genes de la biosíntesis de ácidos grasos que codifican la ∆9-elongasa de Isochrysis galbana y la ∆8- y ∆5-
desaturasas de Pavlova salina y el marcador de selección bacteriana se obtuvieron en un solo fragmento de ADN de 
pJP3010 por digestión conPmeI y AvrII dando lugar a un fragmento de 9560 pb. La región de codificación ∆9-
elongasa en este fragmento se unió a un promotor FAE1 de A. thaliana (pAtFAE1) y una región de terminación de 
transcripción conlinina/poliadenilación (LuCnl2-3'). Cada una de las regiones codificadoras de desaturasa estaban 5 
unidas a un promotor FP1 de napina truncado (pBnFP1) y una región de terminación de transcripción/poliadenilación 
nos3’. Los tres genes de la biosíntesis de ácidos grasos en este fragmento se orientaron y se espaciaron de la 
misma manera que en el pJP107 (Petrie et al., 2012) y codificaban las mismas proteínas que pJP107. El fragmento 
de ADN también comprendía un gen pFP1:GFiP:nos3’ a partir de pCW141 (véase el documento WO2010/057246) 
que codificaba una proteína verde fluorescente (GFP). Este gen marcador detectable se utilizó como un marcador 10 
visual específico de la semilla, permitiendo la identificación simple y no destructiva y por lo tanto la selección de 
semilla transgénica que comprende y que expresa el gen. 
 
El fragmento PmeI-AvrII se insertó en el sitio PmeI-AvrII de cada una de las series de cinco vectores, conteniendo 
cada uno un gen de SSP diferente (documento WO2010/057246), lo que resulta en las construcciones genéticas 15 
denominadas pFN045, pFN046, pFN047, pFN048 y pFN049. Estas comprenden genes que codifican las SSP P0PE, 
p38, p19, 35S:V2 y V2, respectivamente. Cada uno de los genes de SSP estaba bajo el control del promotor FP1 y 
región de terminación de la transcripción/poliadenilación ocs3' excepto en la construcción pFN048 en la que la región 
de codificación V2 estaba bajo el control del promotor constitutivo de CaMV 35S. El gen de SSP en cada caso era 
dentro de la región de ADN-T de las construcciones, adyacentes al borde derecho (RB) del ADN-T. Una sexta 20 
construcción, pFN050 que carecía de cualquier secuencia de codificación SSP, se realizó digiriendo pFN045 con 
AhdI y NheI seguido de recircularización con ADN ligasa para eliminar el gen FP1:P0PE. Cada una de las seis 
construcciones comprendía un gen marcador de selección NptII en el ADN-T y adyacente al borde izquierdo del 
ADN-T. Todas las construcciones tenían un origen en RK2 de replicación para el mantenimiento de los plásmidos en 
Agrobacterium. 25 
 
Transformación de A. thaliana con vectores de expresión ARA en combinación con SSP 
 
Para transformar el genotipo MC49 de Arabidopsis, que es un doble mutante fad2/fae1 con niveles elevados de 
ácido linoleico en el lípido de sus semillas, las plantas se trataron por el método de inmersión floral (Clough y Bent, 30 
1998) con la cepa GV3101 de A. tumefaciens transformada con separado cada una de las seis construcciones 
pFN045-pFN050. Las plantas tratadas fueron cultivadas hasta la madurez y semillas T1 cosechadas de ellas se 
colocaron en un medio de EM que contenía kanamicina para seleccionar las plantas T1 transformadas. La detección 
de la expresión de GFP en la semilla también fue utilizada como un marcador visual para semillas T1 transformadas. 
Las plántulas que sobrevivieron en placas de EM/Kan o que se obtuvieron a partir de semillas positivas para GFP 35 
fueron trasladadas a tierra y se cultivaron hasta la madurez de las semillas T2. El número de plantas transformadas 
obtenidas fueron 5, 14, 32, 8, 23 y 24 para las transformaciones con pFN045, pFN046, pFN047, pFN048, pFN049 y 
pFN050, respectivamente. Se descubrió en esta etapa que el gen que codifica p38 en pFN046 no era funcional y por 
lo tanto las plantas transformadas con el vector pFN046 se consideraron como controles adicionales, es decir, 
esencialmente lo mismo que para pFN050. 40 
 
Aproximadamente 100 semillas T2 agrupadas fueron tomadas de cada planta transformada para la determinación de 
la composición de ácidos grasos de los lípidos de las semillas mediante preparación FAME y análisis CG. También 
se cultivaron seis plántulas T2 de cada estirpe transgénica para producir semillas T3. 
 45 
La composición de ácidos grasos en el lípido total extraído de las semillas T2 se determinó mediante CG. El análisis 
mostró diversos niveles de ARA y los intermedios de EDA (20:2ω6) y DGLA (20:2ω6) en las poblaciones T2. Los 
datos para ARA se muestran en las Figuras 13 y 14. 
 
La Figura 13 muestra un análisis de diagrama de caja del nivel ARA en el lípido de las poblaciones de las semillas 50 
T2. Era evidente que el nivel medio (percentil 50) de ARA en las poblaciones de semillas que contenían los genes 
FP1:p19 y 35S:V2, además de los genes de la biosíntesis de ARA fue significativamente mayor que en las semillas 
que contenían el gen defectuoso FP1:p38 o el ADN-T de control de pFP050 que no contenía un gen de SSP. Los 
niveles promedio de ARA para las semillas transformadas con genes que codifican p19 y V2 fueron mayores que 
para las semillas transformadas con el gen p38 o aquellas sin una SSP (Figura 14). Una estirpe FP1:p19 y dos 55 
FP1:V2 presentaron aproximadamente el 19 %, el 20 % y el 23 % de ARA, respectivamente. Estos fueron los valores 
extremos y por lo tanto no se incluyen en los cálculos para el análisis de diagrama de caja. Sobrevivieron menos 
plantas transformadas con el ADN-T que comprendía los genes FP1:P0PE y 35S:V2 en comparación con las otras 
construcciones; se cree que estos genes podrían ser perjudiciales para salud de las plantas en el fondo MC49. 
 60 
No solo los niveles de ARA eran significativamente diferentes entre las construcciones, se observó que los niveles 
de lípidos en la semilla del primer intermedio de la vía de LA en ARA, a saber EDA (20:2ω6), eran menores en las 
estirpes que expresaban V2 o p19 que en semillas que carecían de una SSP o que contenían la construcción p38 
(Figura 15). En las semillas T3, una población que contenía la construcción que expresaba p19 exhibió el 38 % de 
ARA como un porcentaje del total de ácidos grasos en el lípido de la semilla. 65 
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Diversas estirpes T3 transgénicas se avanzó a la generación T4. Los niveles de ARA en las semillas T4 que 
expresaban V2 fueron o bien los mismos en comparación con la generación anterior, o de hecho exhibieron un 
aumento de los niveles en comparación con sus parentales T3 (Figura 16). Las estirpes que expresaban p19 
mostraron niveles más variados de ARA. El nivel de ARA disminuyó en algunas estirpes, mientras que en otras era 
igual o aumentó en comparación con las parentales de T3. En contraste, las estirpes que contenían el gen p38 5 
defectuoso o que carecían de una SSP generalmente mostraron una disminución en el nivel de ARA y un aumento 
en los niveles de los intermedios (Figura 18). En algunas de estas estirpes, ARA disminuyó a aproximadamente el 
1 % y los niveles de EDA habían aumentado a aproximadamente el 20 %. Los niveles promedio de ARA en las 
semillas T4 fueron mayores para las estirpes que expresaban p19 y V2 en comparación con las estirpes que 
expresaban p38 o que carecían de una SSP (Figura 17). 10 
 
Este experimento demostró que la expresión de una SSP en las semillas de una planta transgénica junto con genes 
adicionales para una vía biosintética LC-PUFA no solo aumentó el nivel de producción del ácido graso deseado en la 
primera generación de progenie, sino que también estabilizó el nivel de la producción de ácidos grasos en las 
generaciones posteriores como la tercera o cuarta generación de progenie. El aumento de la producción de ácidos 15 
grasos fue acompañada por la disminución en los niveles de ácidos grasos intermedios en la vía biosintética. Se 
prefirieron los P19 y V2 de SSP expresados a partir de los promotores específicos de la semilla. La construcción 
diseñada para expresar la SSP p38 era defectuosa y no se obtuvieron datos útiles con esta construcción. Se cree 
que la SSP V2 y sus homólogos de otros virus son particularmente preferidos porque permiten la máxima expresión 
de los genes de la vía de biosíntesis y el silenciamiento simultáneo de otros genes en las mismas células en la 20 
semilla en desarrollo. 
 
Ejemplo 12. Ensayo de contenido de esteroles y compos ición en aceites 
 
Los fitosteroles a partir de 12 muestras de aceite vegetal adquiridas de fuentes comerciales en Australia se 25 
caracterizaron mediante CG y el análisis CG-EM como derivados de éter de O-trimetilsililo (OTMSi-éter) tal como se 
describe en el Ejemplo 1. Los esteroles se identificaron mediante los datos de retención, la interpretación de los 
espectros de masas y la comparación con la bibliografía y los datos espectrales de masas convencionales de 
laboratorio. Los esteroles se cuantificaron mediante el uso de un patrón interno 5(H)-Colan-24-ol. La estructura de 
fitosterol básica y las estructuras químicas de algunos de los esteroles identificados se muestran en la Figura 19 y la 30 
Tabla 25. 
 
Los aceites vegetales analizados eran de: sésamo (Sesamum indicum), oliva (Olea europaea), girasol (Helianthus 
annus), risino (Ricinus communis), colza (Brassica napus), cártamo (Carthamus tinctorius), cacahuete (Arachis 
hypogaea), lino (Linum usitatissimum) y soja (Glycine max). En abundancia relativa decreciente, a través de todas 35 
las muestras de aceite, los fitosteroles principales fueron: -sitosterol (intervalo del 28-55 % del contenido total de 
esteroles), 5-avenasterol (isofucosterol) (3-24 %), campesterol (2-33 %), 5-stigmasterol (0,7-18 %), 7-stigmasterol (1-
18 %) y 7-avenasterol (0,1-5 %). Se encontraron varios otros esteroles menores, estos fueron: colesterol, 
brasicasterol, calinasterol, campestanol y eburicol. También se detectaron cuatro esteroles C29:2 y dos C30:2, pero 
se requiere más investigación para completar la identificación de estos componentes menores. Además, varios otros 40 
esteroles no identificados estaban presentes en algunos de los aceites, pero debido a su muy baja abundancia, los 
espectros de masa no fueron lo suficientemente intensos como para permitir la identificación de sus estructuras. 
 
Los contenidos de esteroles expresados como mg/g del aceite en cantidad decreciente fueron: aceite de colza 
(6,8 mg/g), aceite de sésamo (5,8 mg/g), aceite de lino (4,8-5,2 mg/g), aceite de girasol (3,7-4,1 mg/g), aceite de 45 
cacahuete (3,2 mg/g), aceite de cártamo (3,0 mg/g), aceite de soja (3,0 mg/g), aceite de oliva (2,4 mg/g), aceite de 
ricino (1,9 mg/g). El % de las composiciones de esterol y el contenido total de estarol se presentan en la Tabla 26. 
 

Tabla 25.  Nombres sistemáticos/IUPAC de esteroles identificados. 
Esterol N.º Nombre o nombres  comunes  Nombre sistemático / IUPAC  
1 colesterol  colest-5-en-3β-ol 
2 brasicasterol 24-metlcolesta-5,22E-dien-3β-ol 
3 calinasterol / 24-metileno colesterol 24-metilcholesta-5,24(28)E-dien-3β-ol 
4 campesterol / 24-metilcolesterol 24-metilcolest-5-en-3β-ol 
5 campestanol / 24-metilcolestanol 24-metilcholestan-3β-ol 
7 ∆5-estigmasterol  24-etilcolesta-5,22E-dien-3β-o l 
9 ergost-7-en-3β-ol  24-metilcolest-7-en-3β-ol 
11 eburicol 4,4,14-trimtilergosta-8,24(28)-dien-3β-ol 
12 β-sitosterol / 24-etilcolesterol 24-etilcolest-5-en-3β-ol 
13 D5-avenasterol / isofucosterol 24-etilcolesta-5,24(28)Z-dien-3β-ol 
19 D7-stigmasterol / stigmast-7-en-3b-ol  24-etilcolest-7-en-3β-ol 
20 D7-avenasterol 24-etilcolesta 7,24(28)-dien-3β-ol 

 50 
Entre todas las muestras de semillas, el principal fitosterol fue en general -sitosterol (intervalo del 30-57 % del 
contenido total de esterol). Había una gran variedad entre los aceites en las proporciones de los otros esteroles 
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principales: campesterol (2-17 %), 5-estigmasterol (0,7-18 %), 5-avenasterol (4-23 %), 7-estigmasterol (1-18 %). Los 
aceites de distintas especies tenían un perfil de esterol diferentes y algunos tenían perfiles muy distintos. En el caso 
del aceite de colza, que tenía la mayor proporción de campesterol (33,6 %), mientras que las otras muestras de 
especies generalmente tenían niveles más bajos, por ejemplo, hasta 17 % en el aceite de cacahuete. El aceite de 
cártamo tenía una proporción relativamente alta de 7-estigmasterol (18 %), mientras que este esterol fue 5 
generalmente bajo en los aceites de otras especies, hasta 9 % en el aceite de girasol. Como fueron distintos para 
cada especie, los perfiles de esterol, pueden ser utilizados, por lo tanto, para ayudar en la identificación de los 
aceites vegetales o de plantas específicas y para verificar su autenticidad o la adulteración con otros aceites. 
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Dos muestras de cada una de girasol y cártamo se compararon, en cada caso uno fue producido por presión en frío 
de las semillas y sin refinar, mientras que el otro no fue prensado en frío y refinado. Aunque se observaron algunas 
diferencias, las dos fuentes de aceites tuvieron composiciones de esterol y contenido total de esterol similares, lo 
que sugiere que el procesamiento y la refinación tuvieron poco efecto en estos dos parámetros. El contenido de 
esteroles entre las muestras varió tres veces con un intervalo de 1,9 mg/g a 6,8 mg/g. El aceite de colza tiene el 5 
mayor contenido de esterol y del aceite de ricino el más bajo. 
 
Ejemplo 13. Aumento de la acumulación de DHA en la p osición de TAG sn-2 
 
Los presentes inventores consideraron que la acumulación de DHA en la posición sn-2 en el TAG podría 10 
aumentarse mediante la coexpresión de una 1-acil-glicerol-3-fosfato aciltransferasa (LPAAT) junto con la vía de 
biosíntesis del DHA tal como se confiere por la construcción o GA7 variaciones de la misma. Las LPAAT preferidas 
son aquellas que pueden actuar sobre acil-CoA graso C22 poliinsaturado como sustrato, resultando en una mayor 
inserción de la cadena de C22 poliinsaturada en la posición sn-2 de LPA para formar PA, con relación a la LPAAT 
endógena. Las enzimas LPAAT citoplasmáticas muestran con frecuencia variadas preferencias de sustrato, en 15 
particular cuando la especie sintetiza y acumula ácidos grasos inusuales en el TAG. Se demostró que una LPAAT2 
de Limnanthes douglasii utiliza erucoil-CoA (C22:1-CoA) como sustrato para la síntesis de PA, en contraste con una 
LPAAT1 de la misma especie que no podía utilizar el sustrato C22 (Brown et al, 2002). 
 
Se consideraron las LPAAT conocidas y se seleccionaron una serie para someterlas a pruebas, incluyendo algunas 20 
que no se esperaba que aumentaran la incorporación de DHA en la posición sn-2, como controles. Las LPAATs 
conocidos incluyen: LPAAT2 de Arabidopsis thaliana: (SEQ ID NO: 63, N.º de acceso ABG48392, Kim et al., 2005), 
LPAAT de Limnanthes alba (SEQ ID NO: 64, N.º de acceso AAC49185, Lassner et al., 1995), Slc1p de 
Saccharomyces cerevisiae (SEQ ID NO: 65, N.º de acceso NP_010231, Zou et al., 1997), LPAAT1 de Mortierella 
alpina (SEQ ID NO: 67, N.º de acceso AED33305; US Patent No. 7879591) y LPAAT de Brassica napus(SEQ ID NO: 25 
68 y SEQ ID NO:69, N.º de acceso ADC97479 y ADC97478 respectivamente). Estas se eligieron para abarcar tres 
grupos de enzimas LPAAT: 1. semillas vegetales de control de LPAAT, normalmente con actividad baja en ácidos 
grasos poliinsaturados de cadena larga (incluidas las LPAAT de Arabidopsis y Brassica), 2. LPAAT que habían 
demostrado previamente que actuaban en ácidos grasos C22 usando C22 acil-CoA como sustrato, en este caso 
ácido erúcico C22:1 (incluidas las LPAAT de Limnanthes y Saccharomyces), 3. LPAAT que los inventores 30 
consideraban probables de ser capaces de utilizar ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga tales como EPA y 
DHA como sustratos (incluida la LPAAT de Mortierella). 
 
La LPAAT2 de Arabidopsis (también denominada LPAT2) es una enzima localizada en el retículo endoplasmático 
que demostró tener actividad sobre los sustratos C16 y C18, sin embargo la actividad sobre los sustratos C20 o C22 35 
no fue probada (Kim et al., 2005). La LPAAT2 de Limnanthes alba demostró insertar una cadena de acilo C22:1 en 
la posición sn-2 de PA, aunque la capacidad de utilizar DHA como un sustrato no se probó (Lassner et al., 1995). La 
LPAAT Slc1p S. cerevisiae seleccionada ha demostrado tener actividad usando 22:1-CoA además de 18:1-CoA 
como sustratos, lo que indica una amplia especificidad del sustrato con respecto a la longitud de la cadena (Zou et 
al., 1997). Nuevamente, DHA-CoA y otros LC-PUFA no se sometieron a ensayo como sustratos. La LPAAT de 40 
Mortierella había mostrado previamente tener actividad en los sustratos de ácidos grasos de EPA y DHA en la 
Yarrowia lipolytica transgénica (documento US 7879591). 
 
Los inventores encontraron LPAAT adicionales. Micromonas pusilla es una microalga que produce y acumula DHA 
en el aceite, aunque la distribución posicional del DHA en el TAG en esta especie no se ha confirmado. Las LPAAT 45 
de Micromonas pusilla (SEQ ID NO. 66, N.º de acceso XP_002501997) se identificó mediante la búsqueda de la 
secuencia genómica deMicromonas pusilla usando la LPAAT2 de Arabidopsis como una secuencia de consulta 
BLAST. Surgieron varias secuencias candidatas y la secuencia XP_002501997 se sintetizó para someterla a ensayo 
como una enzima LAPAAT probable con actividad en C22 LC-PUFA. Se registró la LPAAT de Ricinus communis 
como una LPAAT posible en la secuencia del genoma de ricino (Chan et al., 2010). Cuatro LPAAT candidatas del 50 
genoma de ricino se sintetizaron y se ensayaron en lisados de hojas crudas de tejido de la hojas de N. benthamiana 
infiltrada. La secuencia candidata descrita aquí mostró actividad de LPAAT. 
 
Un número de LPAA candidatas fueron alineadas con LPAAT conocidas en un árbol filogenético (Figura 20). Se 
señaló que la LPAAT de Micromonas putativa no se agrupaba con las LPAA C22 putativas, pero era una secuencia 55 
divergente. 
 
Como una prueba inicial de varias LPAAT por su capacidad para utilizar DHA-CoA como sustrato, se realizan 
construcciones genéticas quiméricas para obtener la expresión constitutiva de las LPAAT exógenas en hojas de N. 
benthamiana, cada una bajo el control del promotor 35S, como sigue: 35S:Arath-LPAAT2 (Arabidopsis ER LPAAT); 60 
35S:Ricco-LPAAT2; 35S:Limal-LPAAT (Limnanthes alba LPAAT); 35S:Sacce-Slc1p (S. cerevisiae LPAAT); 
35S:Micpu-LPAAT (Micromonas pusilla LPAAT); 35S:Moral-LPAAT1 (Mortierella alpina LPAAT). Una construcción 
35S:p19 que carece de una LPAAT exógena se usa como control en el experimento Cada una de estas 
construcciones se introduce a través de Agrobacterium en hojas de N. benthamiana como se describe en el Ejemplo 
1, y 5 días después de la infiltración, las zonas de hoja tratadas se escindieron y enterraron para hacer lisados de las 65 
hojas. Cada lisado incluye la LPAAT exógena, así como las enzimas endógenas para la síntesis de LPA. Las 
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reacciones in vitro se realizan mediante la adición de 14C-etiquetado-OA, -LA o -ALA (sustratos C18), -ARA (un 
sustrato C20) y -DHA (C22) a los lisados, en triplicado. Las reacciones son incubadas a 25 ºC y el nivel de 
incorporación de los ácidos grasos etiquetados 14C en PA se determinó por CCF. Se calculó la capacidad de cada 
LPAAT para su uso el DHA relacionado con ARA y los ácidos grasos C18. Se encontró que las LPAAT de hierba de 
la pradera, Mortierella y Saccharomyces tienen actividad sobre el sustrato DHA, con PA radiomarcado que aparece 5 
para estos, pero no las otras LPAAT. Todos LPAAT fueron confirmados activos por una alimentación de ácido oleico 
similar. 
 
Para someter a ensayo la actividad de LPAAT en las semillas, varias secuencias que codifican la proteína o LPAAT 
que se insertan en un vector binario bajo el control de un promotor de conlinina (pLuCnl1). Las construcciones 10 
genéticas resultantes que contienen los genes quiméricos, Cnl1:Arath-LPAAT (control negativo), Cnl1:Limal-LPAAT, 
Cnl:Sacce-Slc1p, y Cnl1:Moral-LPAAT, respectivamente, se utilizan después para transformar plantas de B. napus y 
A. thaliana para generar transformantes estables que expresan las LPAAT de una manera específica de la semilla. 
Las plantas transformadas que tienen las construcciones CNL1:LPAAT se cruzan con plantas que expresan la 
construcción GA7 o variaciones de la misma (Ejemplo 5) que producen DHA en la semilla para dar lugar a un 15 
aumento de la incorporación de DHA en la posición sn-2 del TAG. Las construcciones también se utilizan para 
transformar plantas de B. napus, C. sativa y A. thaliana que ya contienen la construcción GA7 y variantes de este 
(Ejemplos 2 a 5) para generar progenie que lleve tanto las construcciones genéticas parentales como la LPAAT. Se 
espera un aumento en la incorporación de DHA en la posición sn-2 del TAG con respecto a la incorporación en las 
plantas que carecen de las LPAAT que codifican transgenes. El contenido de aceite también se ha mejorado en las 20 
semillas, en particular para las semillas que producen niveles más elevados de DHA, contrarrestando la tendencia 
observada en las semillas de Arabidopsis como se describe en el Ejemplo 2. 
 
Los expertos en la materia podrán apreciar que numerosas variaciones y/o modificaciones se pueden hacer a la 
invención como se muestra en las realizaciones específicas sin apartarse del espíritu o alcance de la invención tal 25 
como se ha descrito ampliamente. Las presentes realizaciones serán, por lo tanto, consideradas en todos los 
aspectos como ilustrativas y no restrictivas. 
 
La presente solicitud reivindica la prioridad de US 61/660.392 presentada el 15 de junio 2012, US 61/663.344 
presentada el 22 de junio de 2012, US 61/697.676 presentada el 6 de septiembre de 2012 y US 61/782.80 30 
presentada el 14 de marzo de 2013. 
 
Cualquier descripción de documentos, actos, materiales, dispositivos, artículos o similares que se incluya en la 
presente entrada tiene únicamente los fines de proporcionar un contexto para la presente invención. No debe 
considerarse como admitido que cualesquiera o todos estas materias formen parte de la técnica previa o fueran de 35 
conocimiento general en el campo pertinente a la presente invención ya que existían antes de la fecha de prioridad 
de cada reivindicación de la presente solicitud. 
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<223> > Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la 6 desaturasa de Micromonas 15 
pusilla en plantas (versión 2)  
  
 
<400> 15 
 20 
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195 

 
 
<210> 16 
<211> 463 
<212> PRT 5 
<213> Micromonas pusilla 
 
<400> 16 
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196 
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197 

 
 
<210> 17 
<211> 1449 
<212> ADN 5 
<213> Ostreococcus lucimarinus 
 
<400> 17 
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198 

 
 
<210> 18 
<211> 1449 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la 6-desaturasa de Ostreococcus 
lucimarinus en plantas 10 
  
<400> 18 
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199 

 
 
<210> 19 
<211> 482 
<212> PRT 5 
<213> Ostreococcus lucimarinus 
 
<400> 19 
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200 
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201 
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202 

 
 
<210> 20 
<211> 456 
<212> PRT 5 
<213> Ostreococcus lucimarinus 
 
<400> 20 
 

 10 
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203 
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204 

 
 
<210> 21 
<211> 894 
<212> ADN 5 
<213> Pyramimonas cordata 
 
<400> 21 
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205 

 
 
<210> 22 
<211> 870 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la 6 elongasa de Pyramimonas 
cordata en plantas (truncado en el extremo 3’ y que codifica la elongasa funcional) (versión 1) 10 
 
<400> 22 
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<210> 23 
<211> 870 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la 6 elongasa de Pyramimonas 
cordata en plantas (truncado en el extremo 3’ y que codifica la elongasa funcional) (versión 2) 10 
 
<400> 23 
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207 

 
 
<210> 24 
<211> 870 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la 6 elongasa de Pyramimonas 
cordata en plantas (truncado en el extremo 3’ y que codifica la elongasa funcional) (versión 3) 10 
 
<400> 24 
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208 

 
 
<210> 25 
<211> 297 
<212> PRT 5 
<213> Pyramimonas cordata  
 
<400> 25 
 

 10 
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209 

 
 
<210> 26 
<211> 288 
<212> PRT 5 
<213> Pyramimonas cordata 
 
<400> 26 
 

 10 
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210 

 
 
<210> 27 
<211> 1278 
<212> AND 5 
<213> Pavlova salina 
 
<400> 27 
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211 

 

 
 
<210> 28 
<211> 1281 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la 5 desaturasa de Pavlova salina 10 
en plantas (versión 1)  
 
<400> 28 
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212 

 
 
<210> 29 
<211> 1281 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial  
 
<220>  
<223> Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la 5 desaturasa de Pavlova salina 
en plantas (versión 2)  10 
 
<400> 29 
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213 

 
 
<210> 30 
<211> 425 
<212> PRT 5 
<213> Pavlova salina 
 
<400> 30 
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214 
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215 
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216 

 
 
<210> 31 
<211> 1329 
<212> ADN 5 
<213> Pyramimonas cordata 
 
<400> 31 
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217 

 
 
<210> 32 
<211> 442 
<212> PRT 5 
<213> Pyramimonas cordata 
 
<400> 32 
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219 
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220 

 
<210> 33 
<211> 804 
<212> ADN 
<213> Pyramimonas cordata 5 
 
<400> 33 
 

 
 10 
<210> 34 
<211> 807 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 15 
<220>  
<223> Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la 5 elongasa de Pyramimonas 
cordata en plantas (versión 1)  
 
<400> 34 20 
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221 

 
 
<210> 35 
<211> 867 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la 5 elongasa de Pyramimonas 
cordata en plantas (versión 2)  10 
 
<400> 35 
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222 

 
 
<210> 36 
<211> 807 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la 5 elongasa de Pyramimonas 
cordata en plantas (versión 3)  10 
 
<400> 36 
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223 

 
<210> 37 
<211> 267 
<212> PRT 
<213> Pyramimonas cordata 5 
 
<400> 37 
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224 

 
 
<210> 38 
<211> 1344 
<212> AND 5 
<213> Pavlova salina 
 
<400> 38 
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225 

 
 
<210> 39 
<211> 1347 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la 4 desaturasa de Pavlova salina 
en plantas (versión 1)  10 
 
<400> 39 
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226 

 
 
<210> 40 
<211> 1347 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la 4 desaturasa de Pavlova salina 
en plantas (versión 2)  10 
 
<400> 40 
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227 

 
 
<210> 41 
<211> 447 
<212> PRT 5 
<213> Pavlova salina 
 
<400> 41 
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228 
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229 
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230 

 
 
<210> 42 
<211> 792 
<212> ADN 5 
<213> Isochrysis galbana  
 
<400> 42 
 

 10 
 
<210> 43 
<211> 263 
<212> PRT 
<213> Isochrysis galbana  15 
 
<400> 43 
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<210> 44 
<211> 801 
<212> ADN 5 
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232 

<213> Emiliania huxleyi 
 
<400> 44 
 

 5 
 
<210> 45 
<211> 801 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220>  
<223> Marco de lectura abierto optimizado por codones para la expresión de la 9 elongasa de Emiliania huxleyi 
en plantas 
 15 
<400> 45 
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<210> 46 
<211> 266 
<212> PRT 5 
<213> Emiliania huxleyi 
 
<400> 46 
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234 
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235 

 
 
<210> 47 
<211> 819 
<212> AND 5 
<213> Pavlova pinguis 
 
<400> 47 
 

 10 
 
<210> 48 
<211> 272 
<212> PRT 
<213> Pavlova pinguis 15 
 
<400> 48 
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237 
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238 

 
 
<210> 49 
<211> 840 
<212> AND 5 
<213> Pavlova salina 
 
<400> 49 
 

 10 
 
<210> 50 
<211> 279 
<212> PRT 
<213> Pavlova salina 15 
 
<400> 50 
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239 
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240 

 
 
<210> 51 
<211> 1284 
<212> AND 5 
<213> Pavlova salina 
 
<400> 51 
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241 

 
 
<210> 52 
<211> 427 
<212> PRT 5 
<213> Pavlova salina 
 
<400> 52 
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243 
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244 

 
 
<210> 53 
<211> 172 
<212> PRT 5 
<213> Virus del enanismo arbustivo del tomate 
 
<400> 53 
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<210> 54 
<211> 116 
<212> PRT 5 
<213> Virus del rizado amarillo de la hoja del tomate 
 
 
<400> 54 
 10 
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246 

 
 
<210> 55 
<211> 351 
<212> PRT 5 
<213> Virus del arrugado del nabo 
 
<400> 55 
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248 

 
 
<210> 56 
<211> 303 
<212> PRT 5 
<213> Virus del mosaico del guisante 
 
<400> 56 
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250 

 
 
<210> 57 
<211> 256 
<212> PRT 5 
<213> Virus del enanismo amarillo del cereal 
 
<400> 57 
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252 

 
 
<210> 58 
<211> 519 
<212> ADN 5 
<213> Virus del enanismo arbustivo del tomate 
 
<400> 58 
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253 

 
 

 
 
<210> 59 5 
<211> 351 
<212> DNA 
<213> Virus del rizado amarillo de la hoja del tomate 
 
 10 
<400> 59 
 

 
 
<210> 60 15 
<211> 1056 
<212> DNA 
<213> Virus del arrugado del nabo 
 
<400> 60 20 
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<210> 61 
<211> 912 
<212> ADN 5 
<213> Virus del mosaico del guisante 
 
 <400> 61 
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255 

 
 
<210> 62 
<211> 771 
<212> DNA 5 
<213> Virus del enanismo amarillo del cereal 
 
<400> 62 
 

10 

 
 
<210> 63 
<211> 389 
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256 

<212> PRT 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<400> 63 
 5 
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257 
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258 

 
 
<210> 64 
<211> 281 
<212> PRT 5 
<213> Limnanthes alba 
 
<400> 64 
 

 10 
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<210> 65 
<211> 303 
<212> PRT 5 
<213> Saccharomyces cerevisiae 
 
<400> 65 
 

 10 
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260 

 
 
<210> 66 
<211> 373 
<212> PRT 5 
<213> Micromonas pusilla 
 
 <400> 66 
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262 
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263 

 
 
<210> 67 
<211> 314 
<212> PRT 5 
<213> Mortierella alpina 
 
<400> 67 
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265 

 
 
<210> 68 
<211> 391 
<212> PRT 5 
<213> Braccisa napus 
 
<400> 68 
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ES 2 636 487 T3

 



 

268 

 
 
<210> 69 
<211> 390 
<212> PRT 5 
<213> Braccisa napus 
 
<400> 69 
 

 10 
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270 

 
 
<210> 70 
<211> 361 
<212> PRT 5 
<213> Phytophthora infestans 
 
<400> 70 
 

 10 
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<210> 71 
<211> 418 
<212> PRT 5 
<213> Thalassiosira pseudonana 
 
<400> 71 
 

 10 
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<210> 72 
<211> 363 
<212> PRT 5 
<213> Pythium irregulare 
 
<400> 72 
 

 10 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Lípido vegetal extraído, que comprende ácidos grasos en una forma esterificada, comprendiendo los ácidos 
grasos ácido oleico, ácido palmítico, ácidos grasos ω6 que comprenden ácido linoleico (LA), ácidos grasos ω3 que 
comprenden ácido α-linoleico (ALA) y ácido docosahexaenoico (DHA), y opcionalmente uno o más de ácido 5 
estearidónico (SDA), ácido eicosapentaenóico (EPA), ácido docosapentaenoico (DPA) y ácido eicosatetraenoico 
(ETA), en donde el nivel de DHA en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es del 7 % al 20 % y en 
donde el nivel de ácido palmítico en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 2 % y el 
16 %, y en donde el nivel de ácido mirístico (C14:0) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es 
inferior al 1 %. 10 
 
2. El lípido de la reivindicación 1 que tiene una o más o todas las siguientes características: 
 

i. el nivel de ácido palmítico en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 2 % y el 15 %, 
ii. el nivel de ácido oleico en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 3 % y el 30 %, 15 
iii. el nivel de ácido linoleico (LA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 4 % y el 
35 %, 
iv. el nivel de ácido α-linolénico (ALA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 7 % 
y el 40 %, 
v. el nivel de ácido γ-linolénico (GLA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior al 4 % 20 
vi. el nivel de ácido estearidónico (SDA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior al 
4 %, 
vii. el nivel de ácido eicosatetraenoico (ETA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior 
al 4 %, 
viii. el nivel de ácido eicosatrienoico (ETRA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior 25 
al 4 %, 
ix. el nivel de ácido eicosapentaenoico (EPA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior 
al 4 %, 
x. el nivel de ácido docosapentaenoico (DPA) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior 
al 4 %, 30 
xi. el nivel de DHA en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 11 % y el 20 %, 
xii. el nivel de ácidos grasos saturados totales en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de 
entre el 4 % y el 25 %, 
xiii. el nivel de ácidos grasos monoinsaturados totales en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído 
es de entre el 4 % y el 35 %, 35 
xiv. el nivel de ácidos grasos poliinsaturados totales en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es 
de entre el 20 % y el 75 %, 
xv. el nivel de ácidos grasos ω6 totales en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior al 
20 %, 
xvi. el nivel de ácidos grasos ω6 nuevos en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior al 40 
10 %, 
xvii. el nivel de ácidos grasos ω3 totales en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 
40 % y el 60 %, 
xviii. el nivel de ácidos grasos ω3 nuevos en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 
9 % y el 33 %, 45 
xix. la relación de los ácidos grasos ω6 totales:ácidos grasos ω3 totales en el contenido de ácidos grasos del 
lípido extraído es de entre 1,0 y 3,0, 
xx. la relación de ácidos grasos ω6 nuevos:ácidos grasos ω3 nuevos en el contenido de ácidos grasos del lípido 
extraído es de entre 1,0 y 3,0, 
xxi. la composición de ácidos grasos del lípido se basa en una eficiencia de la conversión del ácido oleico en 50 
DHA de al menos el 10 %, 
xxii. la composición de ácidos grasos del lípido se basa en una eficiencia de la conversión del LA en DHA de al 
menos el 15 %, 
xxiii. la composición de ácidos grasos del lípido se basa en una eficiencia de la conversión del ALA en DHA de al 
menos el 17 %, 55 
xxiv. el ácido graso total en el lípido extraído tiene menos del 1 % de C20:1, 
xxv. el contenido de triacilglicerol (TAG) del lípido es de al menos el 70 %, 
xxvi. el lípido comprende diacilglicerol (DAG), 
xxvii. el lípido comprende menos del 10 %, de ácidos grasos libres (no esterificados) y/o fosfolípido, o menos del 
0,5 % de ácidos grasos libres (no esterificados) y/o fosfolípido, 60 
xxviii. al menos el 70 % del DHA esterificado en forma de TAG está en las posiciones sn-1 o sn-3 del TAG, 
xxix. el lípido comprende tri-DHA TAG (TAG 66:18). 

 
3. El lípido de la reivindicación 1 o de la reivindicación 2 que comprende adicionalmente uno o más esteroles, y/o 
que está en forma de un aceite, y que comprende menos de 10 mg de esteroles/g de aceite, menos de 7 mg de 65 
esteroles/g de aceite, entre 1,5 mg y 10 mg de esteroles/g de aceite o entre 1,5 mg y 7 mg de esteroles/g de aceite. 
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4. El lípido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el lípido es aceite de Brassica sp. 
o aceite de Camelina sativa. 
 
5. Un proceso para producir un lípido vegetal extraído, que comprende las etapas de 5 
 

i) obtención de una parte de una planta que comprende lípido, comprendiendo el lípido ácidos grasos en una 
forma esterificada, comprendiendo los ácidos grasos ácido oleico, ácido palmítico, ácidos grasos ω6 que 
comprenden ácido linoleico (LA) y ácido γ-linolénico (GLA), ácidos grasos ω3 que comprenden ácido α-linolénico 
(ALA), ácido estearidónico (SDA), ácido docosapentaenoico (DPA) y ácido docosahexaenoico (DHA) y 10 
opcionalmente uno o más de ácido eicosapentaenoico (EPA) y ácido eicosatetraenoico (ETA), en donde el nivel 
de DHA en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraíble en la parte de la planta es del 7 % al 20 %, y 
en donde el nivel de ácido palmítico en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraíble es de entre el 2 % 
y el 16 %, y en donde el nivel de ácido mirístico (C14:0) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraíble 
es inferior al 1 %, y 15 
ii) extracción de lípido de la parte de la planta, 

 
en donde el nivel de DHA en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es del 7 % al 20 %, y en donde el 
nivel de ácido palmítico en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 2 % y el 16 %, y en 
donde el nivel de ácido mirístico (C14:0) en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior al 1 %,  20 
 
6. El proceso de la reivindicación 5, en el que el lípido extraído tiene una o más de las características definidas en 
las reivindicaciones 2 a 4. 
 
7. El proceso de la reivindicación 5 o de la reivindicación 6, en el que la parte de la planta comprende polinucleótidos 25 
exógenos que codifican una ∆12-desaturasa, una ω3-desaturasa o una ∆15-desaturasa, una ∆6-desaturasa, una 
∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆6-elongasa y una ∆5-elongasa, y en donde cada polinucleótido está 
enlazado operativamente a uno o más promotores que son capaces de dirigir la expresión de dichos polinucleótidos 
en una célula de la parte de la planta. 
 30 
8. El proceso de la reivindicación 7, en el que la parte de la planta tiene una o más o todas las siguientes 
características 

 
i) la ∆12-desaturasa convierte el ácido oleico en ácido linoleico en una o más células de la planta con una 
eficiencia de al menos el 60 %, 35 
ii) la ω3-desaturasa convierte los ácidos grasos ω6 en ácidos grasos ω3 en una o más células de la planta con 
una eficiencia de al menos el 65 %, 
iii) la ∆6-desaturasa convierte ALA en SDA en una o más células de la planta con una eficiencia de al menos el 
30 %, 
iv) la ∆6-desaturasa convierte el ácido linoleico en γ-linolénico en una o más células de la planta con una 40 
eficiencia de al menos el 5 %, 
v) la ∆6-elongasa convierte SDA en ETA en una o más células de la planta con una eficiencia de al menos el 
60 %, 
vi) la ∆5-desaturasa convierte ETA en EPA en una o más células de la planta con una eficiencia de al menos el 
60 %, 45 
vii) la ∆5-elongasa convierte EPA en DPA en una o más células de la planta con una eficiencia de al menos el 
80 %, 
viii) la ∆4-desaturasa convierte DPA en DHA en una o más células de la planta con una eficiencia de al menos el 
80 %, 
ix) la eficiencia de la conversión del ácido oleico en DHA en una o más células de la parte de la planta es de al 50 
menos el 10 %, 
x) la eficiencia de la conversión de LA en DHA en una o más células de la parte de la planta es de al menos el 
15 %, 
xi) la eficiencia de la conversión de ALA en DHA en una o más células de la parte de la planta es de al menos el 
17 %, 55 
xii) una o más células de la parte de la planta comprenden al menos el 15 % más de ácidos grasos ω3 que las 
células correspondientes que carecen de los polinucleótidos exógenos, 
xiii) la ∆6-desaturasa desatura preferentemente el ácido α-linolénico (ALA) con respecto al ácido linoleico (LA), 
xiv) la ∆6-elongasa también tiene actividad ∆9-elongasa, 
xv) la ∆12-desaturasa también tiene actividad ∆15-desaturasa 60 
xvi) la ∆6-desaturasa también tiene actividad ∆8-desaturasa, 
xvii) la ω3-desaturasa también tiene actividad ∆15-desaturasa sobre LA, 
xviii) la ω3-desaturasa desatura LA y/o GLA, 
xix) la ω3-desaturasa desatura preferentemente GLA con respecto a LA, 
xx) el nivel de DHA en la parte de la planta se basa en una eficiencia de la conversión del ácido oleico en DHA 65 
en la parte de la planta de al menos el 10 %, 
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xxi) el nivel de DHA en la parte de la planta se basa en una eficiencia de la conversión de LA en DHA en la parte 
de la planta de al menos el 15 %, 
xxii) el nivel de DHA en la parte de la planta se basa en una eficiencia de la conversión de ALA en DHA en la 
parte de la planta de al menos el 17 %, 
xxiii) una o más o todas las desaturasas tienen una mayor actividad sobre un sustrato de acil-CoA que sobre un 5 
sustrato de acil-PC correspondiente, 
xxiv) la ∆6-desaturasa tiene una mayor actividad ∆6-desaturasa sobre ALA que sobre LA como sustrato de ácido 
graso, 
xxv) la ∆6-desaturasa tiene una mayor actividad ∆6-desaturasa sobre ALA-CoA como sustrato de ácido graso 
que sobre ALA unido a la posición sn-2 de PC como sustrato de ácido graso, 10 
xxvi) la ∆6-desaturasa tiene una actividad ∆6-desaturasa al menos 2 veces mayor sobre ALA como sustrato en 
comparación con LA, 
xxvii) la ∆6-desaturasa tiene mayor actividad sobre ALA-CoA como sustrato de ácido graso que sobre ALA unido 
a la posición sn-2 de PC como sustrato de ácido graso, 
xxviii) la ∆6-desaturasa tiene una actividad ∆6-desaturasa al menos 5 veces mayor sobre ALA-CoA como 15 
sustrato de ácido graso que sobre ALA unido a la posición sn-2 de PC como sustrato de ácido graso, 
xxix) la desaturasa es una desaturasa de extremo frontal, 
xxx) la ∆6-desaturasa no tiene ninguna actividad ∆5-desaturasa detectable sobre ETA. 

 
9. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en el que se aplican una o más de las 20 
siguientes características; 
 

i) los polinucleótidos exógenos están enlazados covalentemente en una molécula de ADN, preferentemente una 
molécula de ADN-T, integrada en el genoma de las células de la parte de la planta y, preferentemente, en donde 
el número de dichas moléculas de ADN integradas en el genoma de las células de la parte de la planta no es 25 
más de uno, dos o tres, o es dos o tres, 
ii) el contenido de aceite total de la parte de la planta que comprende los polinucleótidos exógenos es de al 
menos el 40 % del contenido total de aceite de una parte de planta correspondiente que carece de los 
polinucleótidos exógenos, 
iii) el lípido está en forma de un aceite, preferentemente un aceite de semilla de una semilla oleaginosa, y en 30 
donde al menos el 90 % en peso del lípido es triacilgliceroles, 
iv) el proceso comprende adicionalmente tratar el lípido para aumentar el nivel de DHA como porcentaje del 
contenido total de ácidos grasos, preferentemente el tratamiento es la transesterificación. 

 
10. Una célula hospedadora que comprende polinucleótidos exógenos que codifican uno de los siguientes conjuntos 35 
de enzimas; 
 

i) una ∆12-desaturasa, una ω3-desaturasa o una ∆15-desaturasa, una ∆6-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una 
∆4-desaturasa, una ∆6-elongasa y una ∆5-elongasa, 
ii) una ω3-desaturasa, una ∆6- desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆6-elongasa y una ∆5-40 
elongasa, 
iii) una ∆15-desaturasa, una ∆6-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆6-elongasa y una ∆5-
elongasa, 
iv) una ∆12-desaturasa, una ∆6-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆6-elongasa y una ∆5-
elongasa, 45 
v) una ω3-desaturasa, una ∆8-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆9-elongasa y una ∆5-
elongasa, 
vi) una ∆15-desaturasa, una ∆8-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆9-elongasa y una ∆5-
elongasa, 
vii) una ∆12-desaturasa, una ∆8-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆9-elongasa y una ∆5-50 
elongasa, o 
viii) una ∆12-desaturasa, una ω3-desaturasa o una ∆15-desaturasa, una ∆8-desaturasa, una ∆5-desaturasa, una 
∆4-desaturasa, una ∆9-elongasa y una ∆5-elongasa, 

 
en donde cada polinucleótido está enlazado operativamente a uno o más promotores que son capaces de dirigir la 55 
expresión de dichos polinucleótidos en la célula, y en donde la célula comprende el lípido como se define en una 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4. 
 
11. Una planta transgénica que comprende una célula de la reivindicación 10. 
 60 
12. Una planta de semillas oleaginosas que comprende 
 

a) lípido en su semilla, comprendiendo el lípido ácidos grasos en una forma esterificada, y 
b) polinucleótidos exógenos que codifican uno de los siguientes conjuntos de enzimas; 

 65 
i) una ∆12-desaturasa, una ω3-desaturasa fúngica y/o una ∆15-desaturasa fúngica, una ∆6-desaturasa, una 
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∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆6-elongasa y una ∆5-elongasa, o 
ii) una ∆12 –desaturasa, una ω3-desaturasa fúngica y/o una ∆15-desaturasa fúngica, una ∆8-desaturasa, una 
∆5-desaturasa, una ∆4-desaturasa, una ∆9-elongasa y una ∆5-elongasa, 

 
en donde cada polinucleótido está enlazado operativamente a una o más promotores específicos de semillas que 5 
son capaces de dirigir la expresión de dichos polinucleótidos en el desarrollo de la semilla de la planta, en donde los 
ácidos grasos comprenden ácido oleico, ácido palmítico, ácidos grasos ω6 que comprenden ácido linoleico (LA) y 
ácido γ-linolénico (GLA), ácidos grasos ω3 que comprenden ácido α-linolénico (ALA), ácido estearidónico (SDA), 
ácido docosapentaenoico (DPA) y ácido docosahexaenoico (DHA), y opcionalmente ácido eicosapentaenoico (EPA) 
y/o ácido eicosatetraenoico (ETA), y en donde el nivel de DHA en el contenido total de ácidos grasos del lípido es 10 
del 7 % al 20 %, y en donde el nivel de ácido palmítico en el contenido total de ácidos grasos del lípido es de entre el 
2 % y el 16 %, y en donde el nivel de ácido mirístico (C14:0) en el contenido total de ácidos grasos del lípido es 
inferior al 1 %. 
 
13. La planta de la reivindicación 12, en la que se aplican una o más de las siguientes características; 15 
 

i) la planta es una canola, Glycine max, Camelina sativa o planta de Arabidopsis thaliana, 
ii) una o más de las desaturasas son capaces de utilizar un sustrato de acil-CoA, 
iii) la semilla madura, recolectada de la planta tiene un contenido de DHA de al menos 28 mg por gramo de 
semilla. 20 

 
14. Una parte de la planta que tiene una o más de las siguientes características 
 

i) comprende un lípido como se ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, 
ii) procede de una planta de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, o 25 
iii) puede utilizarse en un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9. 

 
15. La parte de la planta de la reivindicación 14 que es una semilla. 
 
16. Un método de producción de semillas, comprendiendo el método, 30 
 

a) hacer crecer una planta que produce una parte como se define en la reivindicación 14 o en la reivindicación 15, 
o una planta de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, 
b) recoger semillas de la planta o plantas, y 
c) opcionalmente, extraer lípidos de la semilla, preferentemente para producir aceite con un rendimiento de DHA 35 
total de al menos 60 kg de DHA/hectárea. 

 
17. Polvo de semillas obtenido a partir de la semilla de la reivindicación 15. 
 
18. Un método de producción de un producto alimenticio para consumo humano o animal, comprendiendo el método 40 
mezclar uno o más del lípido o del aceite de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, la célula de la 
reivindicación 10, la planta transgénica de la reivindicación 11, la planta de semillas oleaginosas de la reivindicación 
12 o de la reivindicación 13, la parte de la planta de la reivindicación 14 o de la reivindicación 15, o el polvo de 
semillas de la reivindicación 17, con al menos otro ingrediente alimenticio. 
 45 
19. Uno o más del lípido o del aceite de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, la célula de la 
reivindicación 10, la planta transgénica de la reivindicación 11, la planta de semillas oleaginosas de la reivindicación 
12 o de la reivindicación 13, la parte de la planta de la reivindicación 14 o de la reivindicación 15, o el polvo de 
semillas de la reivindicación 17 para su uso en el tratamiento o la prevención de una afección médica que se 
beneficiaría de un PUFA, en donde la afección es arritmia cardíaca, angioplastia, inflamación, asma, psoriasis, 50 
osteoporosis, piedras en el riñón, SIDA, esclerosis múltiple, artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, esquizofrenia, 
cáncer, síndrome alcohólico fetal, trastorno por déficit de atención con hiperactividad, fibrosis quística, fenilcetonuria, 
depresión unipolar, hostilidad agresiva, adrenoleucodistrofia, cardiopatía coronaria, hipertensión, diabetes, obesidad, 
enfermedad de Alzheimer, enfermedad pulmonar obstructiva crónica, colitis ulcerosa, reestenosis después de 
angioplastia, eccema, presión sanguínea alta, agregación plaquetaria, sangrado gastrointestinal, endometriosis, 55 
síndrome premenstrual, encefalomielitis miálgica, fatiga crónica después de infecciones virales o una enfermedad 
ocular. 
 
20. Un proceso para producir ésteres de etilo de ácidos grasos poliinsaturados, comprendiendo el proceso la 
transesterificación de triacilgliceroles en lípidos vegetales extraídos, en donde el lípido vegetal extraído comprende 60 
ácidos grasos esterificados en la forma, comprendiendo los ácidos grasos ácido oleico, ácido palmítico, ácidos 
grasos ω6 que comprenden ácido linoleico (LA), ácidos grasos ω3 que comprenden ácido α-linolénico (ALA) y ácido 
docosahexaenoico (DHA), y opcionalmente uno o más de ácido estearidónico (SDA), ácido eicosapentaenoico 
(EPA), ácido docosapentaenoico (DPA) y ácido eicosatetraenoico (ETA), en donde el nivel de DHA en el contenido 
total de ácidos grasos del lípido extraído es del 7% al 20%, y en donde el nivel de ácido palmítico en el contenido 65 
total de ácidos grasos del lípido extraído es de entre el 2% y el 16%, y en donde el nivel de ácido mirístico (C14:0) 
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en el contenido total de ácidos grasos del lípido extraído es inferior al 1%, produciendo de este modo los ésteres de 
etilo. 
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