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DESCRIPCIÓN 
 
Métodos para producir lípidos 
 
Campo de la invención 5 
 
La presente invención se refiere a métodos para producir lípidos. En particular, la presente invención se relaciona 
con métodos para aumentar el nivel de uno o más lípidos no polares y/o el contenido total de lípidos no polares, 
incluyendo triacilglicerol (TAG), en un organismo transgénico o parte del mismo. En una realización particular, la 
presente invención se refiere al uso de una monoacilglicerol aciltransferasa (MGAT) para aumentar el nivel de uno o 10 
más lípidos no polares y/o el contenido total de lípidos no polares, incluyendo triacilglicerol (TAG), en plantas, 
semillas y/u hojas, algas, levaduras y hongos. 
 
Antecedentes de la invención 
 15 
Los lípidos vegetales, tales como los triacilgliceroles (TAG) del aceite de las semillas, tienen muchos usos, por 
ejemplo, usos culinarios (materia grasa, textura, sabor), usos industriales (en jabones, velas, perfumes, cosméticos, 
adecuados como agentes de secado, aislantes, lubricantes) y proporcionan valor nutricional. También existe un 
interés creciente en el uso de lípidos vegetales para la producción de biocombustible. 
 20 
Biocombustible 
 
La creciente demanda de fuentes de energía alternativas se puede satisfacer, al menos en parte, con un suministro 
renovable de biocombustibles derivados de plantas. Para que constituya una alternativa viable a los combustibles 
fósiles, el biocombustible deberá proporcionar una ganancia neta de energía en la producción, ofrecer beneficios 25 
para el medio ambiente, ser económicamente competitivo y producible en grandes cantidades sin reducir los 
suministros de alimento, una consecuencia no intencionada actual de la producción existente de biocombustible. 
 
Las plantas representan una fuente de lípidos significativa porque muchas especies acumulan lípidos como 
principales componentes de almacenamiento en las semillas. La forma más importante de lípidos de 30 
almacenamiento vegetativo en las semillas, que representa, según la especie, un 15-50 % del peso de la semilla, es 
el triacilglicerol (TAG). Sin embargo, el sustrato primario para la síntesis de lípidos son los carbohidratos generados 
en los tejidos fotosintéticos verdes (hojas y tallos) que luego son metabolizados en los cloroplastos para producir 
unidades de ácidos grasos libres y acetil-coenzima A (acetil-CoA), los bloques de construcción básicos para el TAG. 
Por lo tanto, las hojas de las plantas son el principal lugar de síntesis del bloque de construcción de TAG. La 35 
cantidad de TAG acumulada en las semillas oleaginosas se puede determinar, en parte, por la cantidad de ácidos 
grasos producida en los plástidos (Bao y Ohlrogge, 1999). El almacenamiento final de TAG tiene lugar en las 
semillas, en pequeños orgánulos esféricos denominados cuerpos grasos. Tan solo un 0,2-0,3 % aproximadamente 
de la biomasa foliar está representada por TAG. 
 40 
Las plantas de biomasa elevada, en particular plantas de hojas anchas de biomasa elevada, ofrecen un gran 
potencial de biocombustible. Las plantas con un rendimiento de entre 100-400 toneladas/acre de materiales de bajo 
costo, de gran valor de biomasa, son particularmente útiles, en especial cuando no existe ninguna de las 
restricciones de costos elevados, requerimientos de trabajo, agregado de compuestos químicos o geográficas 
asociadas con la producción de plantas de biomasa baja. 45 
 
Monoacilglicerol aciltransferasas 
 
La enzima monoacilglicerol aciltransferasa (MGAT) está asociada con mamíferos, principalmente con el intestino en 
mamíferos donde cataliza la síntesis de diacilglicerol (DAG) directamente a partir de monoacilglicerol (MAG) y acil-50 
CoA grasa. Por el contrario, la vía primaria de síntesis de TAG presente en plantas es la vía de Kennedy o glicerol 
fosfato (Figura 1) que no incluye una etapa de MGAT. En la vía de Kennedy, se forma DAG a partir de una cadena 
principal de glicerol acilado en una reacción en dos etapas que consiste en una acilación inicial por la aciltransferasa 
del ácido lisofosfatídico (LPAAT) que agrega un acil-CoA grasa a un sustrato de ácido lisofosfatídico (LisoPA; LPA) y 
la posterior eliminación de un grupo fosfato del producto, ácido fosfatídico (PA), para obtener fosfato inorgánico (Pi) 55 
y DAG. Por el contrario, MGAT cataliza la formación de DAG directamente por acilación de un MAG con un grupo 
acilo proveniente de la acil-CoA grasa. Después de la síntesis de DAG, otra enzima, la diacilglicerol aciltransferasa 
(DGAT), acila DAG para formar TAG. 
 
El primer gen de MGAT que se aisló era de ratón (MGAT1) y este gen codifica una enzima no soluble unida a 60 
membrana (Yen et al., 2002). Se han caracterizado otros genes MGAT similares en animales, incluyendo un 
segundo gen de MGAT de ratón (MGAT2) y tres genes humanos, pero no se ha confirmado la clonación de genes 
que codifican MGAT de plantas (Cao et al., 2003; Cheng et al., 2003). 
 

65 
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Diacilglicerol aciltransferasas 
 
La DGAT es una proteína integral de membrana que cataliza la etapa final enzimática en la producción de TAG en 
plantas, hongos y mamíferos. Esta enzima es responsable de la transferencia de un grupo acilo de la acil-coenzima 
A (acil-CoA) a DAG para formar TAG. La DGAT está asociada con fracciones de membrana y de cuerpos lipídicos 5 
en plantas y hongos, en particular, en las semillas oleaginosas donde contribuye al almacenamiento de carbono 
usado como reserva de energía. Se sabe que la DGAT regula la estructura de TAG y dirige la síntesis de TAG. 
Además, se sabe que la reacción de DGAT es específica de la síntesis de lípidos. La sobreexpresión de la DGAT 
dependiente de acil-CoA de manera específica en las semillas en plantas de tipo silvestre da como resultado un 
aumento de la dposición de aceite de semilla y del peso medio de las semillas (Jako et al., 2001). 10 
 
Para maximizar los rendimientos para la producción comercial de lípidos, existe la necesidad de medios adicionales 
para aumentar los niveles de lípidos, en particular lípidos no polares tales como DAG y TAG, en organismos 
transgénicos o partes de los mismos, tales como plantas, semillas, hojas, algas y hongos. 
 15 
Sumario de la invención 
 
Los presentes inventores han demostrado sorprendentemente que la expresión transgénica de un gen MGAT o de 
un gen relacionado da como resultado aumentos significativos en el rendimiento de lípidos en células tales como 
células vegetales. Los presentes inventores también han identificado una nueva vía para la síntesis de DAG y TAG 20 
en organismos transgénicos, tales como plantas, que es diferente de la bien conocida vía de Kennedy. 
 
Por consiguiente, la presente invención proporciona un método para producir lípidos extraídos, comprendiendo el 
método las etapas de: 

 25 
i) obtener un organismo transgénico no humano o una parte del mismo, que comprende uno o más 
polinucleótidos exógenos que codifican una monoacilglicerol aciltransferasa (MGAT), en donde el organismo 
transgénico no humano o una parte del mismo tiene un nivel aumentado de uno o más lípidos no polares en 
comparación con un organismo correspondiente o una parte del mismo que no contiene dichos uno o más 
polinucleótidos exógenos, en donde el organismo transgénico no humano es una planta, alga, levadura u hóngo 30 
y los uno o más lípidos no polares incluyyen triacilglicerol (TAG) y 
ii) extraer el lípido del organismo transgénico no humano o una parte del mismo, 
produciendo de esa manera los lípidos extraídos. 
 

En una realización, el contenido total de lípidos no polares del organismo transgénico no humano o una parte del 35 
mismo, está aumentado en comparación con el organismo correspondiente o una parte del mismo. 
 
El organismo transgénico no humano o una parte del mismo, puede definirse además por las características (i), (ii), 
(iii), ya sea solas o combinadas: la característica (i) cuantifica el grado del nivel aumentado de dichos uno o más 
lípidos no polares o del contenido total de lípidos no polares, que se puede expresar como el grado de aumento 40 
sobre una base en peso o como el aumento relativo comparado con el nivel en el organismo correspondiente no 
humano o una parte del mismo y/o la característica (ii) especifica el género o la especie de planta o la especie de 
hongo o alga u otro tipo celular y la característica (iii) especifica que dichos uno o más lípidos específicos que están 
aumentados. 
 45 
En el caso de la característica (i), en una realización, el grado de aumento de dichos uno o más lípidos no polares es 
de al menos un 0,5 %, al menos un 1 %, al menos un 2 %, al menos un 3 %, al menos un 4 %, al menos un 5 %, al 
menos un 6 %, al menos un 7 %, al menos un 8 %, al menos un 9 %, al menos un 10 %, al menos un 11 %, al 
menos un 12 %, al menos un 13 %, al menos un 14 %, al menos un 15 %, al menos un 16 %, al menos un 17 %, al 
menos un 18 %, al menos un 19 %, al menos un 20 %, al menos un 21 %, al menos un 22 %, al menos un 23 % o al 50 
menos un 24 % (p/p) mayor sobre una base en peso que en el organismo correspondiente no humano o una parte 
del mismo, preferentemente hasta un aumento máximo de aproximadamente un 25 % (p/p) sobre una base en peso. 
 
Además, en el caso de la característica (i), en una realización preferida, el contenido total de lípidos no polares del 
organismo transgénico no humano o una parte del mismo, está aumentado en comparación con el organismo 55 
correspondiente o una parte del mismo. En una realización, el contenido total de lípidos está aumentado en al 
menos un 0,5 %, al menos un 1 %, al menos un 2 %, al menos un 3 %, al menos un 4 %, al menos un 5 %, al menos 
un 6 %, al menos un 7 %, al menos un 8 %, al menos un 9 %, al menos un 10 %, al menos un 11 %, al menos un 12 
%, al menos un 13 %, al menos un 14 %, al menos un 15 %, al menos un 16 %, al menos un 17 %, al menos un 18 
%, al menos un 19 %, al menos un 20 %, al menos un 21 %, al menos un 22 %, al menos un 23 % o al menos un 24 60 
% (p/p) mayor sobre una base en peso que en el organismo correspondiente no humano o una parte del mismo, 
preferentemente hasta un aumento máximo de aproximadamente un 25 % (p/p) sobre una base en peso. 
 
Además, para la característica (i), en una realización, el nivel de dichos uno o más lípidos no polares y/o el contenido 
total de lípidos no polares es de al menos un 1 %, al menos un 2 %, al menos un 3 %, al menos un 4 %, al menos un 65 
5 %, al menos un 6 %, al menos un 7 %, al menos un 8 %, al menos un 9 %, al menos un 10 %, al menos un 11 %, 
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al menos un 12 %, al menos un 13 %, al menos un 14 %, al menos un 15 %, al menos un 16 %, al menos un 17 %, 
al menos un 18 %, al menos un 19 %, al menos un 20 %, al menos un 21 %, al menos un 22 %, al menos un 23 %, 
al menos un 24 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 35 %, al menos un 40 %, al menos un 45 %, 
al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 % o al menos un 90 % mayor sobre una 
base relativa que el organismo correspondiente no humano o una parte del mismo. 5 
 
Además, para la característica (i), el grado de aumento en el nivel de dichos uno o más lípidos no polares y/o el 
contenido total de lípidos no polares puede ser al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 
veces, al menos 6 veces, al menos 7 veces, al menos 8 veces, al menos 9 veces o al menos 10 veces, 
preferentemente hasta un máximo de aproximadamente 12 veces mayor sobre una base relativa que en el 10 
organismo correspondiente no humano o una parte del mismo. 
 
Para la característica (ii), el organismo transgénico no humano es una planta, un alga o un organismo adecuado 
para una fermentación, tal como una levadura u otro hongo, preferentemente una levadura oleaginosa u otro hongo. 
La planta puede ser, por ejemplo, Brassica sp., Gossypium hirsutum, Linum usitatissimum, Helianthus sp., 15 
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, Miscanthus x giganteus o Miscanthus sinensis. 
 
En el caso de la característica (iii), TAG está aumentado. También pueden estar aumentados DAG, TAG y DAG, 20 
MAG, ácidos grasos poliinsaturados (PUFA) o un PUFA específico (tal como ácido eicosadienoico (EDA), ácido 
araquidónico (ARA), ácido alfa linolénico (ALA), ácido estearidónico (SDA), ácido eicosatrienoico (ETE), ácido 
eicosatetraenoico (ETA), ácido eicosapentaenoico (EPA), ácido docosapentaenoico (DPA), ácido docosahexaenoico 
(DHA)) o una combinación de dos de más de los mismos. El grado de aumento de TAG, DAG, TAG y DAG, MAG, 
PUFA o de un PUFA específico, puede ser como se definió previamente en la característica (i). Preferentemente, 25 
está aumentado el total de DAG y TAG. 
 
Tal como se divulga en el presente documento, los uno o más lípidos no polares y/o el contenido total de lípidos no 
polares se define por la combinación de las características (i), (ii) y (iii) o las características (i) y (ii) o las 
características (i) y (iii). 30 
 
En una realización, la parte es una semilla, un fruto, un tubérculo, una raíz o una parte vegetativa de una planta. La 
parte vegetativa de la planta puede ser una parte de planta aérea o una parte verde, tal como una hoja o un tallo. En 
otra realización, la parte es una célula de un organismo multicelular. El grado de aumento del nivel de dichos uno o 
más lípidos no polares y/o el contenido total de lípidos no polares de la parte de planta específica en esta realización 35 
puede ser como se definió previamente en la característica (i). La parte de planta de Brassica sp., Gossypium 
hirsutum, Linum usitatissimum, Helianthus sp., Carthamus tinctorius, Oryza sativa, Oryza glaberrima, Camelina 
sativa, Glycine max o Zea mays preferentemente es la semilla, en tanto la parte preferida de Sorghum bicolor, 
Sorghum vulgare, Avena sativa, Trifolium sp., Elaesis guineenis, Nicotiana benthamiana, Hordeum vulgare, Lupinus 
angustifolius, Miscanthus x giganteus o Miscanthus sinensis es una parte vegetativa, en particular hojas y tallos. 40 
 
En una realización, la parte es una semilla y los lípidos extraídos son de aceites de las semillas. El método de la 
invención puede comprender además cosechar la semilla de la planta transgénica, prensar el aceite de la semilla y/o 
purificar el aceite de las semillas en una o más etapas. La semilla puede ser, por ejemplo, de una planta de colza, 
una planta de maíz, una planta de soja, una planta de lupina, una planta de cacahuete, una planta de girasol, una 45 
planta de algodón, una planta de cártamo o una planta de lino. 
 
En una realización, el contenido total de aceite o el contenido total de ácidos grasos de la semilla es al menos de un 
0,5 % (p/p) a un 25 % (p/p) mayor sobre una base en peso que en una semilla correspondiente que no contiene 
dichos uno o más polinucleótidos exógenos. 50 
 
En una realización, el contenido relativo de DAG del aceite de las semillas es al menos un 10 %, al menos un 10,5 
%, al menos un 11 %, al menos un 11,5 %, al menos un 12 %, al menos un 12,5 %, al menos un 13 %, al menos un 
13,5 %, al menos un 14 %, al menos un 14,5 %, al menos un 15 %, al menos un 15,5 %, al menos un 16 %, al 
menos un 16,5 %, al menos un 17 %, al menos un 17,5 %, al menos un 18 %, al menos un 18,5 %, al menos un 19 55 
%, al menos un 19,5 %, al menos un 20 % (p/p) mayor que en una semilla correspondiente. En una realización, el 
contenido de DAG de la semilla aumenta en una cantidad definida en la característica (i) y la semilla es de un género 
y/o de una especie definida en la característica (ii). 
 
En una realización, el contenido relativo de TAG del aceite de las semillas es al menos un 5 %, al menos un 5,5 %, 60 
al menos un 6 %, al menos un 6,5 %, al menos un 7 %, al menos un 7,5 %, al menos un 8 %, al menos un 8,5 %, al 
menos un 9 %, al menos un 9,5 % o al menos un 10 % (p/p) mayor que en una semilla correspondiente. En una 
realización, el contenido de TAG de la semilla aumenta en una cantidad definida en la característica (i) y la semilla 
es de un género y/o de una especie definida en la característica (ii). En una realización, la semilla es una semilla de 
colza que tiene un contenido de aceite sobre una base en peso (p/p) de al menos un 45 %, al menos un 46 %, al 65 
menos un 47 %, al menos un 48 %, al menos un 49 %, al menos un 50 %, al menos un 51 %, al menos un 52 %, al 

E11799957
08-09-2017ES 2 640 100 T3

 



 

5 

menos un 53 %, al menos un 54 % o al menos un 55 %. 
 
En una realización, la semilla es una semilla de maíz que tiene un contenido de aceite sobre una base en peso (p/p) 
de al menos un 5 %, al menos un 6 %, al menos un 7 %, al menos un 8 %, al menos un 9 % o al menos un 10 %. 
 5 
En una realización, la semilla es una semilla de soja que tiene un contenido de aceite sobre una base en peso (p/p) 
de al menos un 20 %, al menos un 21 %, al menos un 22 %, al menos un 23 %, al menos un 24 %, al menos un 25 
%, al menos un 26 %, al menos un 27 %, al menos un 28 %, al menos un 29 % o al menos un 30 %. 
 
En una realización, la semilla es una semilla de lupina que tiene un contenido de aceite sobre una base en peso 10 
(p/p) de al menos un 10 %, al menos un 11 %, al menos un 12 %, al menos un 13 %, al menos un 14 %, al menos 
un 15 % o al menos un 16 %. 
 
En una realización, la semilla es una semilla de cacahuete que tiene un contenido de aceite sobre una base en peso 
(p/p) de al menos un 50 %, al menos un 51 %, al menos un 52 %, al menos un 53 %, al menos un 54 % o al menos 15 
un 55 %. 
 
En una realización, la semilla es una semilla de girasol que tiene un contenido de aceite sobre una base en peso 
(p/p) de al menos un 50 %, al menos un 51 %, al menos un 52 %, al menos un 53 %, al menos un 54 % o al menos 
un 55 %. 20 
 
En una realización, la semilla es una semilla de algodón que tiene un contenido de aceite sobre una base en peso 
(p/p) de al menos un 41 %, al menos un 42 %, al menos un 43 %, al menos un 44 %, al menos un 45 %, al menos 
un 46 %, al menos un 47 %, al menos un 48 %, al menos un 49 %, al menos un 50 % o al menos un 30 %. 
 25 
En una realización, la semilla es una semilla de cártamo que tiene un contenido de aceite sobre una base en peso 
(p/p) de al menos un 35 %, al menos un 36 %, al menos un 37 %, al menos un 38 %, al menos un 39 %, al menos 
un 40 %, al menos un 41 %, al menos un 42 %, al menos un 43 %, al menos un 44 % o al menos un 45 %. 
 
En una realización, la semilla es una semilla de lino que tiene un contenido de aceite sobre una base en peso (p/p) 30 
de al menos un 36 %, al menos un 37 %, al menos un 38 %, al menos un 39 % o al menos un 40 %. 
 
En una realización, la semilla es una semilla de Camelina sativa que tiene un contenido de aceite sobre una base en 
peso (p/p) de al menos un 36 %, al menos un 37 %, al menos un 38 %, al menos un 39 %, al menos un 40 %, al 
menos un 41 %, al menos un 42 %, al menos un 43 %, al menos un 44 % o al menos un 45 %. 35 
 
En otra realización, la parte de organismo es una parte de planta vegetativa y el contenido de TAG, DAG, TAG y 
DAG o MAG de la parte de planta vegetativa es al menos un 10 %, al menos un 11 %, al menos un 12 %, al menos 
un 13 %, al menos un 14 %, al menos un 15 %, al menos un 16 %, al menos un 17 %, al menos un 18 %, al menos 
un 19 %, al menos un 20 %, al menos un 21 %, al menos un 22 %, al menos un 23 %, al menos un 24 %, al menos 40 
un 25 %, al menos un 30 % al menos un 35 %, al menos un 40 %, al menos un 45 %, al menos un 50 %, al menos 
un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 % o al menos un 90 % (p/p) mayor sobre una base relativa que el 
contenido de TAG, DAG, TAG y DAG o MAG de una parte de planta vegetativa correspondiente que no contiene 
dichos uno o más polinucleótidos exógenos. En una realización preferida, el MAG es 2-MAG. En una realización, el 
contenido de TAG, DAG, TAG y DAG o MAG de la parte de planta vegetativa se determina a partir de la cantidad de 45 
estos componentes de lípidos en los lípidos extraíbles de la parte de planta vegetativa. En una realización adicional, 
el contenido de TAG, DAG, TAG y DAG o MAG de la parte de planta vegetativa transgénica está aumentado en una 
cantidad según se define en la característica (i). 
 
En una realización, al menos un 60 % (% en moles) del contenido de ácidos grasos del contenido total de lípidos no 50 
polares del organismo o una parte del mismo o de los lípidos extraídos del mismo, es ácido oleico. 
 
En otra realización, el contenido de PUFA del organismo o una parte del mismo, está aumentado en comparación 
con el organismo correspondiente o una parte del mismo. En este contexto, el contenido de PUFA incluye PUFA 
esterificados (incluyendo TAG, DAG, etc.) y PUFA no esterificados. En una realización, el contenido de PUFA del 55 
organismo o una parte del mismo, preferentemente se determina a partir de la cantidad de PUFA en el lípido 
extraíble del organismo o una parte del mismo. El grado de aumento en el contenido de PUFA puede ser como se 
define en la característica (i). El contenido de PUFA puede comprender EDA, ARA, ALA, SDA, ETE, ETA, EPA, 
DPA, DHA o una combinación de dos de más de los mismos. 
 60 
En otra realización, el nivel de un PUFA en el organismo o una parte del mismo o el lípido extraído del mismo está 
aumentado en comparación con el organismo correspondiente o una parte del mismo o el lípido extraído del mismo. 
El PUFA puede ser EDA, ARA, ALA, SDA, ETE, ETA, EPA, DPA, DHA o una combinación de dos o más de los 
mismos. El grado de aumento del PUFA puede ser como se define en la característica (i). 
 65 
En una realización, el nivel de dichos uno o más lípidos no polares (tales como TAG, DAG, TAG y DAG, MAG, PUFA 
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o un PUFA específico) y/o el contenido total de lípidos no polares se puede determinar por análisis mediante 
cromatografía de gases de los metil ésteres de ácidos grasos obtenidos de los lípidos extraídos. En la técnica se 
conocen métodos alternativos para determinar cualquiera de estos contenidos e incluyen métodos que no requieren 
de extracción del lípido del organismo o una parte del mismo, por ejemplo, análisis por infrarrojo cercano (NIR) o 
resonancia magnética nuclear (RMN). 5 
 
En una realización, dichos uno o más polinucleótidos exógenos codifican: 
 

i) una monoacilglicerol aciltransferasa (MGAT), 
ii) una MGAT y una glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT), o 10 
iii) una MGAT y una DGAT, o 
iv) una MGAT, una GPAT y una DGAT. 

 
En una realización, el polinucleótido exógeno codifica una MGAT que cataliza la acilación de sn-1 MAG o sn-2 MAG 
para formar sn-1,3 DAG o sn-1,2/2,3-DAG, respectivamente. En una realización preferida, la MGAT cataliza la 15 
acilación de sn-2 MAG para formar sn-1,2/2,3-DAG. El polinucleótido exógeno que codifica la MGAT puede 
comprender una o más de: 
 

i) una secuencia de nucleótidos seleccionada entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 44, 
ii) una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que comprende aminoácidos cuya secuencia se 20 
proporciona en cualquiera de las SEQ ID NO: 45 a 82 o un fragmento biológicamente activo de la misma, 
iii) una secuencia de nucleótidos que es al menos un 50 % idéntica a i) o ii), o 
iv) una secuencia de nucleótidos que se hibrida con cualquiera de i) a iii) en condiciones rigurosas. 

 
En una realización, el polinucleótido exógeno codifica una MGAT1, que comprende una o más de: 25 
 

i) una secuencia de nucleótidos seleccionada entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1, 3 a 5 o 7 a 23, 
ii) una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que comprende aminoácidos cuya secuencia se 
proporciona en cualquiera de las SEQ ID NO: 45 a 61 o un fragmento biológicamente activo de la misma, 
iii) una secuencia de nucleótidos que es al menos un 50 % idéntica a i) o ii), o 30 
iv) una secuencia de nucleótidos que se hibrida con cualquiera de i) a iii) en condiciones rigurosas. 
 

En otra realización, el polinucleótido exógeno codifica una MGAT2, que comprende una o más de: 
 

i) una secuencia de nucleótidos seleccionada entre cualquiera de las SEQ ID NO: 2, 6 o 24 a 37, 35 
ii) una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que comprende aminoácidos cuya secuencia se 
proporciona en cualquiera de las SEQ ID NO: 62 a 75 o un fragmento biológicamente activo de la misma, 
iii) una secuencia de nucleótidos que es al menos un 50 % idéntica a i) o ii), o 
iv) una secuencia de nucleótidos que se hibrida con cualquiera de i) a iii) en condiciones rigurosas. 

 40 
En otra realización, el polinucleótido exógeno codifica una MGAT3, que comprende una o más de: 
 

i) una secuencia de nucleótidos seleccionada entre cualquiera de las SEQ ID NO: 38 a 44, 
ii) una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que comprende aminoácidos cuya secuencia se 
proporciona en cualquiera de las SEQ ID NO: 76 a 82 o un fragmento biológicamente activo de la misma, 45 
iii) una secuencia de nucleótidos que es al menos un 50 % idéntica a i) o ii), o 
iv) una secuencia de nucleótidos que se hibrida con cualquiera de i) a iii) en condiciones rigurosas. 

 
En una realización adicional, el polinucleótido exógeno codifica una DGAT que cataliza la acilación de sn-1,3 DAG o 
de sn-1,2/2,3-DAG, preferentemente sn-1,2/2,3-DAG, para formar TAG. En una realización, el polinucleótido 50 
exógeno codifica una DGAT2 que comprende una o más de: 

 
i) una secuencia de nucleótidos seleccionada entre cualquiera de las SEQ ID NO: 204 a 211, 
ii) una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que comprende aminoácidos cuya secuencia se 
proporciona en cualquiera de las SEQ ID NO: 212 a 219 o un fragmento biológicamente activo de la misma, 55 
iii) una secuencia de nucleótidos que es al menos un 50 % idéntica a i) o ii), o 
iv) una secuencia de nucleótidos que se hibrida con cualquiera de i) a iii) en condiciones rigurosas. En una 
realización preferida, la DGAT2 comprende una secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 204 y/o una 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que comprende aminoácidos cuya secuencia se 
proporciona en la SEQ ID NO: 212. 60 

 
En una realización adicional, el polinucleótido exógeno codifica una glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT). En una 
realización preferida, la GPAT también tiene actividad fosfatasa y produce MAG (es decir, una GPAT que acila G-3-
P para formar sn-1 LPA o bien, sn-2 LPA y elimina un grupo fosfato de LPA para formar MAG). En una realización 
adicional preferida, la GPAT es una sn-2 GPAT (es decir, con preferencia para producir sn-2 LPA a partir de G-3-P) 65 
y tiene actividad fosfatasa para producir 2-MAG, por ejemplo, GPAT4 o GPAT6 de Arabidopsis. El polinucleótido 
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exógeno que codifica la GPAT puede comprender una o más de: 
 
i) una secuencia de nucleótidos seleccionada entre cualquiera de las SEQ ID NO: 84 a 141, 
ii) una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que comprende aminoácidos cuya secuencia se 
proporciona en cualquiera de las SEQ ID NO: 144 a 201 o un fragmento biológicamente activo de la misma, 5 
iii) una secuencia de nucleótidos que es al menos un 50 % idéntica a i) o ii), o 
iv) una secuencia de nucleótidos que se hibrida con cualquiera de i) a iii) en condiciones rigurosas. 
 

En una realización adicional, el polinucleótido exógeno codifica una GPAT que tiene actividad fosfatasa que 
comprende una o más secuencias de aminoácidos conservadas provistas en las SEQ ID NO: 225, 226 y 227 o una 10 
secuencia de aminoácidos que es al menos un 50 %, preferentemente al menos un 60 %, más preferentemente al 
menos un 65 % idénticas a las mismas. 
 
En una realización, dichos uno o más polinucleótidos exógenos codifican una MGAT y posiblemente también DGAT 
y/o GPAT mutantes. Por ejemplo, dichos uno o más polinucleótidos exógenos pueden codificar una MGAT y 15 
posiblemente también DGAT y/o GPAT que tiene una sustitución de aminoácidos conservadora como se ejemplifica 
en la Tabla 1 con relación a una MGAT y/o DGAT y/o GPAT de tipo silvestre. 
 
En una realización, el organismo transgénico no humano o una parte del mismo, comprende un primer polinucleótido 
exógeno que codifica una MGAT y un segundo polinucleótido exógeno que codifica una GPAT. El primer y segundo 20 
polinucleótidos se pueden proporcionar como moléculas separadas o se pueden proporcionar como una sola 
molécula contigua. En una realización preferida, la GPAT es una GPAT que tiene actividad fosfatasa tal como una 
GPAT4 o GPAT6 de Arabidopsis. La GPAT que tiene actividad fosfatasa actúa catalizando la formación de MAG a 
partir de G-3-P (es decir, acila G-3-P para formar LPA y posteriormente elimina un grupo fosfato para formar MAG) 
en el organismo transgénico no humano o una parte del mismo. La MGAT actúa luego catalizando la formación de 25 
DAG en el organismo transgénico no humano o una parte del mismo, por acilación de MAG con un grupo acilo 
derivado de acil-CoA grasa. La MGAT, tal como MGAT1 de A. thaliana, también puede actuar catalizando la 
formación de TAG en el organismo transgénico no humano o una parte del mismo, si también tiene actividad DGAT. 
 
El organismo transgénico no humano o una parte del mismo, puede comprender un tercer polinucleótido exógeno 30 
que codifica, por ejemplo, una DGAT. El primer, el segundo y el tercer polinucleótidos se pueden proporcionar como 
moléculas separadas o se pueden proporcionar como a sola molécula contigua. La DGAT actúa catalizando la 
formación de TAG en el organismo transgénico no humano o una parte del mismo, por acilación de DAG (producido 
preferentemente por la vía MGAT) con un grupo acilo derivado de acil-CoA grasa. 
 35 
En otra realización, el organismo transgénico no humano o una parte del mismo, comprende un primer polinucleótido 
exógeno que codifica una MGAT y un segundo polinucleótido exógeno que codifica una DGAT. El primer y segundo 
polinucleótidos se pueden proporcionar como moléculas separadas o se pueden proporcionar como una sola 
molécula contigua. El transgénico no humano puede comprender un tercer polinucleótido exógeno que codifica, por 
ejemplo, una GPAT, preferentemente una GPAT que tiene actividad fosfatasa tal como una GPAT4 o GPAT6 de 40 
Arabidopsis. El primer, el segundo y el tercer polinucleótidos se pueden proporcionar como moléculas separadas o 
se pueden proporcionar como a sola molécula contigua. 
 
En una realización adicional, el nivel de dichos uno o más lípidos no polares y/o el contenido total de lípidos no 
polares del organismo transgénico o una parte del mismo, es al menos 0,5 % (p/p) mayor sobre una base en peso 45 
y/o al menos un 1 % (p/p) mayor sobre una base relativa que un organismo correspondiente o una parte del mismo, 
que no contiene dichos uno o más polinucleótidos exógenos pero que comprende un polinucleótido exógeno que 
codifica una DGAT1 de Arabidopsis thaliana (SEQ ID NO: 83). 
 
En otra realización adicional más, el organismo transgénico no humano o una parte del mismo, comprende además 50 
una o más mutaciones introducidas y/o un polinucleótido exógeno que regula negativamente la producción y/o la 
actividad de una enzima endógena del organismo transgénico no humano o una parte del mismo, seleccionada entre 
DGAT, sn-1 GPAT, 1-acil-glicerol-3-fosfato aciltransferasa (LPAAT), acil-CoA:lisofosfatidilcolina aciltransferasa 
(LPCAT), ácido fosfatídico fosfatasa (PAP) o una combinación de dos o más de las mismas. La sn-1 GPAT puede 
ser una GPAT que en su estado de tipo silvestre no tiene una actividad fosfatasa detectable, por ejemplo, una 55 
GPAT1 o GPAT3. La GPAT1 puede tener una secuencia de aminoácidos provista en la SEQ ID NO: 202 o un 
homólogo de la misma. La GPAT3 puede tener una secuencia de aminoácidos que se muestra en la SEQ ID NO: 
203 o un homólogo de la misma. 
 
El polinucleótido exógeno se puede seleccionar, por ejemplo, entre: un polinucleótido antisentido, un polinucleótido 60 
con sentido, un polinucleótido catalítico, un microARN, un polinucleótido que codifica un polipéptido que se une a la 
enzima endógena y un ARN bicatenario. 
 
En otro aspecto, se divulga en el presente documento un método para producir lípidos extraídos, comprendiendo el 
método las etapas de: 65 
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i) obtener un organismo fototrófico transgénico o una parte del mismo, que comprende una monoacilglicerol 
aciltransferasa (MGAT) exógena, en donde dicho organismo fototrófico transgénico o una parte del mismo, tiene 
un nivel aumentado de un lípido no polar en comparación con dicho organismo o una parte del mismo, que no 
contiene una MGAT exógena, y 
ii) extraer el lípido del organismo fototrófico transgénico o una parte del mismo, 5 
produciendo de esa manera los lípidos extraídos. 
 

En otro aspecto, la presente invención proporciona un organismo transgénico no humano o una parte del mismo, 
que comprende uno o más polinucleótidos exógenos que codifican una monoacilglicerol aciltransferasa (MGAT), en 
donde el organismo transgénico no humano o una parte del mismo, tiene un nivel aumentado de uno o más lípidos 10 
no polares en comparación con un correspondiente organismo o una parte del mismo, que no contiene dichos uno o 
más polinucleótidos exógenos, en donde el organiso transgénico no humano es una palnta, alga, levadura u hongo y 
los uno o más lípidos no polares incluyen triacilglicerol (TAG). 
 
En una realización preferida, el contenido total de lípidos del organismo transgénico no humano o una parte del 15 
mismo, está aumentado en comparación con el organismo correspondiente o una parte del mismo. El grado de 
aumento de dichos uno o más lípidos y/o el contenido total de lípidos no polares pueden ser como se define en la 
característica (i). El organismo transgénico no humano o una parte del mismo, es como se define en la característica 
(ii). El lípido no polar se define según la característica (iii). El organismo transgénico no humano o una parte del 
mismo, puede definirse por la combinación de las características (i), (ii) y (iii) o de las características (i) y (ii) o de las 20 
características (i) y (iii). 
 
En una realización, el nivel de dichos uno o más lípidos no polares del organismo transgénico no humano o una 
parte del mismo, es al menos un 0,5 % (p/p) mayor sobre una base en peso y/o al menos un 1 % (p/p) mayor sobre 
una base relativa que en el organismo correspondiente o una parte del mismo o como también se define en la 25 
característica (i). 
 
En una realización adicional, el contenido total de lípidos no polares del organismo transgénico no humano o una 
parte del mismo, es al menos un 0,5 % (p/p) mayor sobre una base en peso y/o al menos un 1 % (p/p) mayor sobre 
una base relativa, que en el organismo correspondiente no humano o una parte del mismo o también como se define 30 
en la característica (i). 
 
En una realización, el contenido de PUFA del organismo transgénico no humano o una parte del mismo o el lípido 
extraído del mismo, está aumentado en comparación con el organismo correspondiente o una parte del mismo o el 
lípido extraído del mismo. El grado de aumento en el contenido de PUFA puede ser como se define en la 35 
característica (i). 
 
En otra realización, el nivel de un PUFA en el organismo transgénico no humano o una parte del mismo o el lípido 
extraído del mismo está aumentado en comparación con el correspondiente organismo o una parte del mismo o el 
lípido extraído del mismo. El grado de aumento del PUFA puede ser como se define en la característica (i). 40 
 
En una realización adicional, el nivel de dichos uno o más lípidos no polares y/o el contenido total de lípidos del 
organismo transgénico o una parte del mismo, es al menos 0,5 % (p/p) mayor sobre una base en peso y/o al menos 
un 1 % (p/p) mayor sobre una base relativa que en un organismo correspondiente o una parte del mismo, que no 
contiene dichos uno o más polinucleótidos exógenos pero que comprende un polinucleótido exógeno que codifica 45 
una DGAT1 de Arabidopsis thaliana. 
 
De acuerdo con la invención, el organismo transgénico no humano es una planta, un alga o un organismo adecuado 
para la fermentación tal como una levadura o un hongo. La planta puede ser como se define en la característica (ii). 
 50 
La presente invención también proporciona un organismo transgénico no humano que comprende uno o más 
polinucleótidos exógenos que codifican: 

 
i) una MGAT, 
ii) una MGAT y una GPAT 55 
iii) una MGAT y una DGAT, o 
iv) una MGAT, una GPAT y una DGAT. 

 
El organismo transgénico no humano se puede caracterizar además por una o más características definidas en el 
presente documento. Dichos uno o más polinucleótidos exógenos pueden comprender una secuencia según se 60 
definió anteriormente. 
 
En otro aspecto, la presente invención proporciona un método para obtener una célula con mayor capacidad para 
producir uno o más lípidos no polares, donde dicho método comprende 
 65 

i) introducir en una célula uno o más polinucleótidos exógenos que codifican 
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a) una MGAT, 
b) una MGAT y una GPAT 
c) una MGAT y una DGAT o 
d) una MGAT, una GPAT y una DGAT, 
en donde dichos uno o más polinucleótidos exógenos están ligados operativamente a uno o más promotores 5 
que tienen la capacidad de dirigir la expresión de dichos uno o más polinucleótidos exógenos en la célula, en 
donde la célula es una célula vegetal, de alga, de levadura o fúngica y en donde los uno o más lípidos no 
polares incluyen triacilglicerol,  

 
ii) expresar dichos uno o más polinucleótidos exógenos en la célula, 10 
iii) analizar el contenido de lípidos de la célula y 
iv) seleccionar una célula que tenga un nivel aumentado de uno o más lípidos no polares en comparación con 
una célula correspondiente que no contiene a los polinucleótidos exógenos. 

 
En una realización preferida, el contenido total de lípidos de la célula seleccionada está aumentado en comparación 15 
con la célula correspondiente. 
 
En una realización, dichos uno o más lípidos no polares y/o el contenido total de lípidos no polares de la célula 
seleccionada es al menos un 0,5 % (p/p) mayor sobre una base en peso y/o al menos un 1 % (p/p) mayor sobre una 
base relativa que en la célula correspondiente o como se define adicionalmente en la característica (i). 20 
 
En otra realización, el contenido de PUFA de la célula seleccionada está aumentado en comparación con la célula 
correspondiente. El grado de aumento en el contenido de PUFA puede ser como se define en la característica (i). 
 
En otra realización, el nivel de un PUFA en la célula seleccionada está aumentado en comparación con la célula 25 
correspondiente. El grado de aumento del PUFA puede ser como se define en la característica (i). 
 
Dichos uno o más polinucleótidos exógenos pueden comprender en este aspecto una secuencia según se definió 
anteriormente. Además, puede ser desconocido antes de aplicar el método que dichos uno o más polinucleótidos 
exógenos codifiquen una MGAT, una DGAT2, una MGAT y una GPAT, una MGAT y una DGAT o una MGAT, una 30 
GPAT y una DGAT, pero pueden ser candidatos para ello. El método se puede usar entonces como un ensayo para 
identificar o seleccionar polinucleótidos que codifican una MGAT, una DGAT2, una MGAT y una GPAT 
(preferentemente una GPAT que también tiene actividad fosfatasa), una MGAT y una DGAT o una MGAT, una 
GPAT (preferentemente una GPAT que también tiene actividad fosfatasa) y una DGAT. 
 35 
La expresión de GPAT puede dar como resultado un aumento en los niveles de MAG en la célula si la GPAT 
también tiene actividad fosfatasa, la expresión de una MGAT puede dar como resultado un aumento en los niveles 
de DAG en la célula, en tanto la expresión de una DGAT puede dar como resultado un aumento en los niveles de 
TAG en la célula. La expresión de una MGAT también puede dar como resultado un aumento en los niveles de TAG 
en la célula, si la MGAT también tiene actividad DGAT. La expresión de una MGAT y una DGAT puede dar como 40 
resultado un aumento en los niveles de DAG y/o TAG en la célula. La expresión de una MGAT y una GPAT puede 
dar como resultado un aumento en los niveles de MAG (si la GPAT también tiene actividad fosfatasa) y/o DAG en la 
célula. La expresión de una MGAT y una GPAT también puede dar como resultado un aumento en los niveles de 
TAG en la célula, si la MGAT también tiene actividad DGAT. La expresión de una MGAT, una GPAT y una DGAT 
puede dar como resultado un aumento de los niveles de MAG (si la GPAT también tiene actividad fosfatasa) y/o 45 
DAG y/o TAG en la célula. 
 
En una realización, la célula seleccionada es una célula de acuerdo con la invención. 
 
En una realización, los polinucleótidos exógenos están integrados de manera estable en el genoma de la célula. 50 
 
El método puede comprender además las etapas de regenerar un organismo transgénico a partir de la célula y/u 
obtener progenie de la célula, por ejemplo obtener semillas, donde dichas etapas pueden tener lugar en cualquier 
punto después de la etapa i). 
 55 
En una realización alternativa, los polinucleótidos exógenos se expresan de manera transitoria en la célula. 
 
En otro aspecto, la presente invención proporciona una célula o planta transgénica obtenida usando el método de la 
invención o la progenie de la misma. 
 60 
En otro aspecto, la presente invención proporciona el uso de uno o más polinucleótidos exógenos que codifican 
 

i) una MGAT, 
ii) una MGAT y una GPAT 
iii) una MGAT y una DGAT, o 65 
iv) una MGAT, una GPAT y una DGAT, 
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para producir un organismo transgénico no humano o una parte del mismo, con mayor capacidad para producir uno 
o más lípidos no polares en comparación con un organismo correspondiente o una parte del mismo, que no 
contenga dichos uno o más polinucleótidos exógenos, en donde el organismo transgénico no humano es una planta, 
un alga, una levadura o un hongo y los uno o más lípidos no polares incluyen triacilglicerol (TAG). El grado de dicha 
mayor capacidad puede ser como se define en la característica (i). El organismo transgénico no humano o una parte 5 
del mismo, se define según la característica (ii) o se puede definir por la combinación de las características (i), (ii) y 
(iii) o de las características (i) y (ii) o de las características (i) y (iii). Dichos uno o más polinucleótidos exógenos 
pueden comprender una secuencia según se definió anteriormente. 
 
En otro aspecto, la presente invención proporciona una semilla transgénica de una planta, donde la semilla 10 
comprende uno o más polinucleótidos exógenos que codifican una monoacilglicerol transferasa (MGAT) y tiene un 
nivel aumentado de uno o más lípidos no polares y/o un contenido total de lípidos no polares aumentado en 
comparación con una semilla correspondiente que no contiene a los polinucleótidos exógenos, en donde los uno o 
más lípidos no polares incluyen triacilglicerol (TAG). El grado de aumento puede ser como se define en la 
característica (i). La semilla transgénica puede ser de un género y/o de una especie según se define en la 15 
característica (ii). La semilla transgénica se puede definir por la combinación de las características (i), (ii) y (iii) o de 
las características (i) y (ii) o de las características (i) y (iii). Dichos uno o más polinucleótidos exógenos pueden 
comprender una secuencia según se definió anteriormente. 
 
En otro aspecto, la presente invención proporciona una planta transgénica que produce una semilla de la invención. 20 
La planta transgénica puede ser, por ejemplo, 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, Miscanthus x giganteus o Miscanthus sinensis. 
 25 
También se divulga en el presente documento un método para producir semillas, donde dicho método comprende: 

 
i) cultivar una planta transgénica de la invención, y 
ii) cosechar las semillas. 

 30 
En otro aspecto, la presente invención proporciona un proceso de fermentación que comprende las etapas de: 
 

i) proporcionar un recipiente que contiene una composición líquida que comprende un organismo transgénico no 
humano de la invención que sea adecuado para la fermentación y los constituyentes necesarios para la 
fermentación y biosíntesis de ácidos grasos, y 35 
ii) proporcionar condiciones que conducen a la fermentación de la composición líquida contenida en dicho 
recipiente. 

 
En otro aspecto, la presente invención proporciona lípidos extraídos que se pueden obtener con un método de la 
invención, un organismo transgénico no humano de la invención, una célula transgénica de la invención, una planta 40 
transgénica de la invención o una semilla transgénica de la invención. El lípido extraíble tiene un mayor contenido de 
TAG, y puede tener además un contenido de DAG, contenido de TAG y DAG, contenido de MAG, contenido de 
PUFA o contenido de un PUFA específico y/o contenido total de lípidos no polares aumentado. El grado de mayor 
contenido de TAG, contenido de DAG, contenido de TAG y DAG, contenido de MAG, contenido de PUFA, contenido 
de un PUFA específico y/o contenido total de lípidos no polares puede ser como se define en la característica (i). 45 
 
También se divulga en el presente documento un lípido extraído que comprende un contenido de DAG que es de al 
menos un 1 % (p/p) o al menos un 2 % (p/p), sobre una base en peso de los lípidos totales extraídos. 
Preferentemente, los lípidos extraídos también comprenden MAG a niveles detectables. En una realización, el lípido 
extraído es aceite de colza, maíz, soja, lupina, cacahuete, girasol, algodón, cártamo o lino. El lípido puede 50 
comprender ácido erúcico, ácidos grasos ciclopropenoides (CPFA) y/o glucosinolatos a niveles detectables. 
 
La presente invención también proporciona el uso de un organismo transgénico no humano o una parte del mismo, 
de la invención, una célula transgénica de la invención, una planta transgénica de la invención, una semilla 
transgénica de la invención o un lípido extraído de la invención para la elaboración de un producto industrial. El 55 
producto industrial puede ser, por ejemplo, combustible. El combustible puede comprender un nivel mínimo de los 
lípidos extraídos de acuerdo con la invención tal como al menos un 10 %, al menos un 20 % o al menos un 30 % 
(p/p). 
 
En otro aspecto, la presente invención proporciona un método para producir combustible, donde dicho método 60 
comprende: 
 

i) hacer reaccionar un lípido de la invención con un alcohol, opcionalmente, en la presencia de un catalizador, 
para producir alquil ésteres, y 
ii) opcionalmente, mezclar los alquil ésteres con combustible basado en petróleo. 65 
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En una realización, los alquil ésteres son metil ésteres. El combustible producido mediante el método puede 
comprender un nivel mínimo del lípido de la invención, tal como al menos un 10 %, al menos un 20 % o al menos un 
30 % (p/p). 
 
En otro aspecto, la presente invención proporciona un método para producir un alimento, donde dicho método 5 
comprende mezclar un organismo transgénico no humano o una parte del mismo, de la invención, una célula 
transgénica de la invención, una planta transgénica de la invención, una semilla transgénica de la invención o un 
lípido extraído de la invención o un extracto o una porción del mismo, con al menos un ingrediente alimentario 
adicional. 
 10 
En otro aspecto, la presente invención proporciona alimentos, cosméticos o sustancias químicas que comprenden 
un organismo transgénico no humano o una parte del mismo, de la invención, una célula transgénica de la 
invención, una planta transgénica de la invención, una semilla transgénica de la invención o un lípido extraído de la 
invención o un extracto o una porción del mismo. 
 15 
También se divulga en el presente documento un método para identificar una molécula de ácido nucleico que 
codifica una aciltransferasa que tiene mayor capacidad para producir MAG, DAG y/o TAG en una célula, donde 
dicho método comprende: 

 
i) obtener una célula que comprende una molécula de ácido nucleico ligada operativamente a un promotor que 20 
es activo en la célula, en donde la molécula de ácido nucleico comprende una secuencia de nucleótidos definida 
en el presente documento y/o una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene una o más de 
las secuencias de aminoácidos provistas en las SEQ ID NO: 220, 221, 222, 223, 224, 225, 226 y 227 o una 
secuencia de aminoácidos que es al menos un 50 %, preferentemente al menos un 60 %, más preferentemente 
al menos un 65 %, idéntica a las mismas, 25 
ii) determinar si el nivel de MAG, DAG y/o TAG producido en la célula está aumentado en comparación con una 
célula correspondiente que no contiene al ácido nucleico, y 
iii) identificar una molécula de ácido nucleico que codifica una aciltransferasa que tiene mayor capacidad para 
producir MAG, DAG y/o TAG en la célula. 

 30 
La molécula de ácido nucleico puede comprender una secuencia de nucleótidos que codifica una o más secuencias 
de aminoácidos conservadas de DGAT2 y/o MGAT1/2 provistas en las SEQ ID NO: 220, 221, 222, 223 y 224. La 
molécula de ácido nucleico puede comprender una secuencia de nucleótidos que codifica las secuencias de 
aminoácidos conservadas provistas en la SEQ ID NO: 220 y/o en la SEQ ID NO: 224. La molécula de ácido nucleico 
puede comprender una secuencia de nucleótidos que codifica una o más secuencias de aminoácidos conservadas 35 
de GPAT provistas en las SEQ ID NO: 225, 226 y 227 o una secuencia de aminoácidos que es al menos un 50 %, 
preferentemente al menos un 60 %, más preferentemente al menos un 65 %, idéntica a las mismas. 
 
El método puede ser un método que sirve para identificar una MGAT que tiene mayor capacidad para producir DAG 
y/o TAG. 40 
 
También se divulga en el presente documento un método que sirve para identificar una GPAT que tiene actividad 
fosfatasa y una mayor capacidad para producir MAG. El método puede servir para identificar una sn-2 GPAT que 
tiene actividad fosfatasa y una mayor capacidad para producir 2-MAG. 
 45 
El método puede ser un método que sirve para identificar una MGAT y una GPAT que juntas tienen una mayor 
capacidad para producir MAG y/o DAG y/o TAG, preferentemente TAG. Por ejemplo, el método sirve para identificar 
una sn-2 GPAT que tiene actividad fosfatasa para producir 2-MAG y junto con la MGAT, una mayor capacidad para 
producir sn-1,2/2,3 DAG y/o TAG. 
 50 
El método puede ser un método que sirve para identificar una DGAT que tiene una mayor capacidad para producir 
TAG. 
 
El método puede ser un método que sirve para identificar una MGAT y una DGAT que juntas tienen una mayor 
capacidad para producir DAG y/o TAG, preferentemente TAG. 55 
 
El método puede ser un método que sirve para identificar una MGAT, una GPAT y una DGAT que juntas tienen una 
mayor capacidad para producir MAG y/o DAG y/o TAG, preferentemente TAG. La GPAT puede tener actividad 
fosfatasa para producir MAG. La GPAT puede ser una sn-2 GPAT que tiene actividad fosfatasa para producir 2-
MAG. 60 
 
El método puede comprender además introducir la molécula de ácido nucleico en una célula antes de la etapa i). 
 
El método puede comprender además la etapa de regenerar una planta transgénica a partir de la célula de la etapa 
i) y, opcionalmente, obtener semillas de la planta transgénica. La célula puede ser una célula vegetal. El grado de 65 
mayor capacidad para producir MAG y/o DAG y/o TAG puede ser como se define en la característica (i). La célula 
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puede ser de un género y/o de una especie según se define en la característica (ii). La célula se puede definir por la 
combinación de las características (i), (ii) y (iii) o de las características (i) y (ii) o de las características (i) y (iii). 
 
Tal como se divulga en el presente documento, la MGAT y/o la GPAT y/o la DGAT puede aumentar la producción de 
TAG en la célula en una mayor cantidad que la DGAT1 de Arabidopsis thaliana (SEQ ID NO: 83). 5 
 
También se divulga en el presente documento un polinucleótido aislado y/o recombinante que comprende: 

 
i) una secuencia de nucleótidos seleccionada entre cualquiera de las SEQ ID NO:1 a 6, o 
ii) una secuencia de nucleótidos que es al menos un 80 % idéntica a i). 10 

 
También se divulga en el presente documento un vector que comprende un polinucleótido de la invención. 
 
También se divulga en el presente documento una célula transgénica que comprende un polinucleótido de la 
invención o un vector de la invención. 15 
 
En otro aspecto, la invención proporciona un organismo transgénico no humano o una parte del mismo, que 
comprende un polinucleótido de la invención, un vector de la invención o una célula transgénica de la invención. El 
organismo transgénico es una planta, un alga o un organismo adecuado para la fermentación, tal como una levadura 
o un hongo. En otra realización, la parte es una semilla, un fruto, un tubérculo, una raíz o una parte vegetativa de 20 
una planta. 
 
Los expertos en la materia comprenderán que se pueden realizar numerosas variaciones y/o modificaciones a la 
invención, tal como se ilustra en las realizaciones específicas, sin apartarse del espíritu o alcance de la invención, 
descrita ampliamente. Las presentes realizaciones deben, por lo tanto, considerarse en todo sentido a modo 25 
ilustrativo y no restrictivo. Cada una de las realizaciones descritas en el presente documento se aplicará mutatis 
mutandis a cada una y a todas las demás realizaciones a menos que específicamente se defina de otra manera. 
 
En toda la memoria descriptiva, la expresión "que comprende" o variaciones tales como "comprende" o 
"comprenden", incluye un elemento, un número o una etapa mencionada o un grupo de elementos, números o 30 
etapas, pero no excluyen cualquier otro elemento, número o etapa o grupo de elementos, números o etapas. 
 
El término "y/o", por ejemplo, "X y/o Y" significarán ya sea "X e Y" o "X o Y" y se considerarán como un soporte 
explícito de ambos significados o de cualquiera de dichos significados. 
 35 
Breve descripción de las figuras adjuntas 
 

Figura 1.  Una representación de diversas vías de síntesis de lípidos, la mayoría de las cuales convergen en 
DAG, una molécula central en la síntesis de lípidos. Este modelo incluye una ruta posible para la formación de 
sn-2 MAG que se podría usar con una MGAT/DGAT bifuncional para la formación de DAG a partir de glicerol-3-40 
fosfato (G-3-P). Las abreviaturas empleadas son: 

 
G-3-P; glicerol-3-fosfato 
LisoPA; ácido lisofosfatídico 
PA; ácido fosfatídico 45 
MAG; monoacilglicerol 
DAG; diacilglicerol 
TAG; triacilglicerol 
Acil-CoA y FA-CoA; acil-coenzima A y acilo graso-coenzima A 
PC; fosfatidilcolina 50 
GPAT; glicerol-3-fosfato aciltransferasa; glicerol-3-fosfato O-aciltransferasa; acil-CoA:sn-glicerol-3-fosfato 1-
O-aciltransferasa; EC 2,3.1.15 
GPAT4; glicerol-3-fosfato aciltransferasa 4 
GPAT6; glicerol-3-fosfato aciltransferasa 6 
LPAAT; 1-acil-glicerol-3-fosfato aciltransferasa; 1-acilglicerol-3-fosfato O-aciltransferasa; acil-CoA:1-acil-sn-55 
glicerol-3-fosfato 2-O-aciltransferasa; EC 2,3.1,51 
PAP; ácido fosfatídico fosfatasa; fosfatidato fosfatasa; ácido fosfático fosfohidrolasa; ácido fosfatídico 
fosfatasa; EC 3.1,3.4 
MGAT; una aciltransferasa que tiene actividad monoacilglicerol aciltransferasa (MGAT; 2-acilglicerol O-
aciltransferasa acil-CoA:2-acilglicerol O-aciltransferasa; EC 2,3.1,22) 60 
M/DGAT; una aciltransferasa que tiene actividad monoacilglicerol aciltransferasa (MGAT; 2-acilglicerol O-
aciltransferasa; acil-CoA:2-acilglicerol O-aciltransferasa; EC 2,3.1,22) y/o diacilglicerol aciltransferasa (DGAT; 
diacilglicerol O-aciltransferasa; acil-CoA:1,2-diacil-sn-glicerol O-aciltransferasa; EC 2,3.1,20) 
LPCAT; acil-CoA:lisofosfatidilcolina aciltransferasa; 1-acilglicerofosfocolina O-aciltransferasa; acil-CoA:1-acil-
sn-glicero-3-fosfocolina O-aciltransferasa; EC 2,3.1,23 65 
PLD-Z; Fosfolipasa D zeta; colina fosfatasa; lecitinasa D; lipofosfodiesterasa II; EC 3.1.4.4 
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CPT; CDP-colina:diacilglicerol colina fosfotransferasa; 1-alquil-2-acetilglicerol colina fosfotransferasa; 
alquilacilglicerol colina fosfotransferasa; colina fosfotransferasa; fosforilcolina-glicérido transferasa; EC 2.7.8,2 
PDCT; fosfatidilcolina: diacilglicerol colina fosfotransferasa 
PLC; fosfolipasa C; EC 3.1.4,3 
PDAT; fosfolípido:diacilglicerol aciltransferasa; fosfolípido:1,2-diacil-sn-glicerol O-aciltransferasa; EC 5 
2,3.1.158 
Pi; fosfato inorgánico 

 
Figura 2.  Incrementos relativos de DAG y TAG en tejido foliar de Nicotiana benthamiana transformado con 
construcciones que codifican p19 (control negativo), DGAT1 de Arabidopsis thaliana, MGAT1 de Mus musculus y 10 
una combinación de DGAT1 y MGAT1, cada una expresada a partir del promotor 35S. La enzima MGAT1 era 
mucho más activa que la enzima DGAT1 en la promoción de la acumulación de ambos DAG y TAG en el tejido 
foliar. La expresión del gen de MGAT1 dio como resultado el doble de acumulación de DAG y TAG en el tejido 
foliar en comparación con la expresión de DGAT1 solamente. 
 15 
Figura 3.  Incrementos relativos de TAG en hojas de N. benthamiana transformadas con construcciones que 
codifican p19 (control negativo), DGAT1 de A. thaliana, MGAT2 de M. musculus y una combinación de MGAT2 y 
DGAT1. Las barras de error indican el error estándar de muestras triplicadas. 
 
Figura 4.  Radioactividad (DPM) en fracciones de MAG, DAG y TAG aisladas de lisados de hojas de N. 20 
benthamiana transformadas transitoriamente alimentadas con sn-2-MAG[14C] y ácido oleico no marcado en un 
transcurso de tiempo. Las construcciones usadas eran las mismas que las usadas para la Figura 3. 
 
Figura 5.  Igual que la Figura 4 pero alimentadas con [14C]G-3-P y ácido oleico no marcado. 
 25 
Figura 6.  Autorradiograma de una placa de TLC que muestra la formación de TAG por DGAT1 de A. thaliana y 
MGAT1 de M. musculus pero no MGAT2 de M. musculus en ensayos de levadura. El ensayo se describe en el 
Ejemplo 5. 

 
CLAVE PARA EL LISTADO DE SECUENCIAS 30 
 

SEQ ID NO: 1 MGAT1 optimizada por codones de Mus musculus 
SEQ ID NO: 2 MGAT2 optimizada por codones de Mus musculus 
SEQ ID NO: 3 MGAT1 predicha optimizada por codones de Ciona intestinalis 
SEQ ID NO: 4 MGAT1 predicha optimizada por codones de Tribolium castaneum 35 
SEQ ID NO: 5 MGAT1 optimizada por codones de Danio rerio 
SEQ ID NO: 6 MGAT2 optimizada por codones de Danio rerio 
SEQ ID NO: 7 polinucleótido de MGAT1 de Mus musculus (AF384162) 
SEQ ID NO: 8 polinucleótido de MGAT1 de Homo sapiens (AF384163) 
SEQ ID NO: 9 variante de transcrito del polinucleótido predicho de MGAT1 de Pan troglodytes (XM_001166055) 40 
SEQ ID NO: 10 variante de transcrito del polinucleótido predicho de MGAT1 de Pan troglodytes (XM_0526044.2) 
SEQ ID NO: 11 polinucleótido predicho de MGAT1 de Canis familiaris (XM_545667,2) 
SEQ ID NO: 12 polinucleótido de MGAT1 de Bos taurus (NM_001001153,2) 
SEQ ID NO: 13 polinucleótido de MGAT1 de Rattus norvegicus (NM_001108803.1) 
SEQ ID NO: 14 polinucleótido de MGAT1 de Danio rerio (NM_001122623.1) 45 
SEQ ID NO: 15 polinucleótido predicho de MGAT1 de Caenorhabditis elegans (NM_073012.4) 
SEQ ID NO: 16 polinucleótido predicho de MGAT1 de Caenorhabditis elegans (NM_182380.5) 
SEQ ID NO: 17 polinucleótido predicho de MGAT1 de Caenorhabditis elegans (NM_065258.3) 
SEQ ID NO: 18 polinucleótido predicho de MGAT1 de Caenorhabditis elegans (NM_075068.3) 
SEQ ID NO: 19 polinucleótido predicho de MGAT1 de Caenorhabditis elegans (NM_072248.3) 50 
SEQ ID NO: 20 polinucleótido predicho de MGAT1 de Kluyveromyces lactis (XM_455588.1) 
SEQ ID NO: 21 polinucleótido predicho de MGAT1 de Ashbya gossypii (NM_208895.1) 
SEQ ID NO: 22 polinucleótido predicho de MGAT1 de Magnaporthe oryzae (XM_368741.1) 
SEQ ID NO: 23 polinucleótido predicho de MGAT1 de Ciona intestinalis (XM_002120843.1) 
SEQ ID NO: 24 polinucleótido de MGAT2 de Mus musculus (AY157609) 55 
SEQ ID NO: 25 polinucleótido de MGAT2 de Homo sapiens (AY157608) 
SEQ ID NO: 26 polinucleótido predicho de MGAT2 de Pan troglodytes (XM_522112,2) 
SEQ ID NO: 27 polinucleótido predicho de MGAT2 de Canis familiaris (XM_542304.1) 
SEQ ID NO: 28 polinucleótido de MGAT2 de Bos taurus (NM_001099136.1) 
SEQ ID NO: 29 polinucleótido de MGAT2 de Rattus norvegicus (NM_001109436,2) 60 
SEQ ID NO: 30 polinucleótido predicho de MGAT2 de Gallus gallus (XM_424082,2) 
SEQ ID NO: 31 polinucleótido de MGAT2 de Danio rerio (NM_001006083.1) 
SEQ ID NO: 32 polinucleótido de MGAT2 de Drosophila melanogaster (NM_136474,2) 
SEQ ID NO: 33 polinucleótido de MGAT2 de Drosophila melanogaster (NM_136473,2) 
SEQ ID NO: 34 polinucleótido de MGAT2 de Drosophila melanogaster (NM_136475,2) 65 
SEQ ID NO: 35 polinucleótido de MGAT2 de Anopheles gambiae (XM_001688709.1) 
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SEQ ID NO: 36 polinucleótido de MGAT2 de Anopheles gambiae (XM_315985) 
SEQ ID NO: 37 polinucleótido predicho de MGAT2 de Tribolium castaneum (XM_970053.1) 
SEQ ID NO: 38 polinucleótido de MGAT3 de Homo sapiens (AY229854) 
SEQ ID NO: 39 variante de transcrito 1 del polinucleótido predicho de MGAT3 de Pan troglodytes 
(XM_001154107.1) 5 
SEQ ID NO: 40 variante de transcrito 2 del polinucleótido predicho de MGAT3 de Pan troglodytes 
(XM_001154171.1) 
SEQ ID NO: 41 variante de transcrito 3 del polinucleótido predicho de MGAT3 de Pan troglodytes (XM_527842,2) 
SEQ ID NO: 42 polinucleótido predicho de MGAT3 de Canis familiaris (XM_845212.1) 
SEQ ID NO: 43 polinucleótido predicho de MGAT3 de Bos taurus (XM_870406.4) 10 
SEQ ID NO: 44 polinucleótido predicho de MGAT3 de Danio rerio (XM_688413.4) 
SEQ ID NO: 45 polipéptido de MGAT1 de Mus musculus (AAK84177.1) 
SEQ ID NO: 46 polipéptido de MGAT1 de Homo sapiens (AAK84178.1) 
SEQ ID NO: 47 isoforma 1 del polipéptido predicho de MGAT1 de Pan troglodytes (XP_001166055.1) 
SEQ ID NO: 48 isoforma 2 del polipéptido predicho de MGAT1 de Pan troglodytes (XP_526044,2) 15 
SEQ ID NO: 49 polipéptido predicho de MGAT1 de Canis familiaris (XP_545667,2) 
SEQ ID NO: 50 polipéptido de MGAT1 de Bos taurus (NP_001001153.1) 
SEQ ID NO: 51 polipéptido de MGAT1 de Rattus norvegicus (NP_001102273.1) 
SEQ ID NO: 52 polipéptido de MGAT1 de Danio rerio (NP_001116095.1) 
SEQ ID NO: 53 polipéptido predicho de MGAT1 de Caenorhabditis elegans (NP_505413.1) 20 
SEQ ID NO: 54 polipéptido predicho de MGAT1 de Caenorhabditis elegans (NP_872180.1) 
SEQ ID NO: 55 polipéptido predicho de MGAT1 de Caenorhabditis elegans (NP_497659.1) 
SEQ ID NO: 56 polipéptido predicho de MGAT1 de Caenorhabditis elegans (NP_507469.1) 
SEQ ID NO: 57 polipéptido predicho de MGAT1 de Caenorhabditis elegans (NP_504649.1) 
SEQ ID NO: 58 polipéptido predicho de MGAT1 de Kluyveromyces lactis (XP_455588.1) 25 
SEQ ID NO: 59 polipéptido predicho de MGAT1 de Ashbya gossypii (NP_983542.1) 
SEQ ID NO: 60 polipéptido predicho de MGAT1 de Magnaporthe oryzae (XP_368741.1) 
SEQ ID NO: 61 polipéptido predicho de MGAT1 de Ciona intestinalis (XP_002120879) 
SEQ ID NO: 62 polipéptido de MGAT2 de Mus musculus (AA023673.1) 
SEQ ID NO: 63 polipéptido de MGAT2 de Homo sapiens (AA023672.1) 30 
SEQ ID NO: 64 polipéptido predicho de MGAT2 de Pan troglodytes (XP_522112,2) 
SEQ ID NO: 65 polipéptido predicho de MGAT2 de Canis familiaris (XP_542304.1) 
SEQ ID NO: 66 polipéptido de MGAT2 de Bos taurus (NP_001092606.1) 
SEQ ID NO: 67 polipéptido de MGAT2 de Rattus norvegicus (NP_001102906,2) 
SEQ ID NO: 68 polipéptido predicho de MGAT2 de Gallus gallus (XP_424082,2) 35 
SEQ ID NO: 69 polipéptido de MGAT2 de Danio rerio (NP_001006083.1) 
SEQ ID NO: 70 polipéptido de MGAT2 de Drosophila melanogaster (NP_610318.1) 
SEQ ID NO: 71 polipéptido de MGAT2 de Drosophila melanogaster (NP_610317.1) 
SEQ ID NO: 72 polipéptido de MGAT2 de Drosophila melanogaster (NP_610319,2) 
SEQ ID NO: 73 polipéptido de MGAT2 de Anopheles gambiae (XP_001688761) 40 
SEQ ID NO: 74 polipéptido de MGAT2 de Anopheles gambiae (XP_315985,3) 
SEQ ID NO: 75 polipéptido predicho de MGAT2 de Tribolium castaneum (XP_975146) 
SEQ ID NO: 76 polipéptido de MGAT3 de Homo sapiens (AA063579.1) 
SEQ ID NO: 77 isoforma 1 del polipéptido predicho de MGAT3 de Pan troglodytes (XP_001154107.1) 
SEQ ID NO: 78 isoforma 2 del polipéptido predicho de MGAT3 de Pan troglodytes (XP_001154171.1) 45 
SEQ ID NO: 79 isoforma 3 de MGAT3 predicha de Pan troglodytes (XP_527842,2) 
SEQ ID NO: 80 polipéptido predicho de MGAT3 de Canis familiaris (XP_850305.1) 
SEQ ID NO: 81 polipéptido predicho de MGAT3 de Bos taurus (XP_875499,3) 
SEQ ID NO: 82 polipéptido predicho de MGAT3 de Danio rerio (XP_693505.1) 
SEQ ID NO: 83 polipéptido de DGAT1 de Arabidopsis thaliana (CAB44774.1) 50 
SEQ ID NO: 84 polinucleótido de GPAT4 de Arabidopsis thaliana (NM_100043.4) 
SEQ ID NO: 85 polinucleótido de GPAT6 de Arabidopsis thaliana (NM_129367,3) 
SEQ ID NO: 86 polinucleótido de BAC F5I10 de Arabidopsis thaliana (AF195115.1) 
SEQ ID NO: 87 polinucleótido de proteína desconocida de Arabidopsis thaliana (AY062466.1) 
SEQ ID NO: 88 polinucleótido del cromosoma 3 de Oryza sativa (AC118133.4) 55 
SEQ ID NO: 89 polinucleótido del clon WS0276_F13 de Picea sitchensis (EF086095.1) 
SEQ ID NO: 90 polinucleótido del clon ZM_BFc0110A1 de Zea mays (BT067649.1) 
SEQ ID NO: 91 polinucleótido del clon RAFL16-19-H05 de Arabidopsis thaliana (AK228870.1) 
SEQ ID NO: 92 clon J065058J01 polinucleótido de Oryza sativa (AK241033.1) 
SEQ ID NO: 93 polinucleótido del cromosoma 2 de Oryza sativa (CM000127.1) 60 
SEQ ID NO: 94 cromosoma 5 polinucleótido de Oryza sativa (CM000130.1) 
SEQ ID NO: 95 polinucleótido del cromosoma 2 de Oryza sativa (CM000139.1) 
SEQ ID NO: 96 polinucleótido del cromosoma 1 de Oryza sativa (CM000126.1) 
SEQ ID NO: 97 polinucleótido del cromosoma 3 de Oryza sativa (CM000128.1) 
SEQ ID NO: 98 polinucleótido del cromosoma 3 de Oryza sativa (CM000140.1) 65 
SEQ ID NO: 99 polinucleótido de SELMOscaffold_102 de Selaginella moellendorffii (GL377667.1) 
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SEQ ID NO: 100 polinucleótido de SELMOscaffold_102 de Selaginella moellendorffii (GL377667.1) 
SEQ ID NO: 101 polinucleótido de SELMOscaffold_83 de Selaginella moellendorffii (GL377648.1) 
SEQ ID NO: 102 polinucleótido de SELMOscaffold_57 de Selaginella moellendorffii (GL377622.1) 
SEQ ID NO: 103 polinucleótido de SELMOscaffold_25 de Selaginella moellendorffii (GL377590.1) 
SEQ ID NO: 104 polinucleótido de SELMOscaffold_11 de Selaginella moellendorffii (GL377576.1) 5 
SEQ ID NO: 105 polinucleótido de SELMOscaffold_11 de Selaginella moellendorffii (GL377576.1) 
SEQ ID NO: 106 polinucleótido de Os01g0855000 de Oryza sativa (NM_001051374,2) 
SEQ ID NO: 107 polinucleótido de Os02g0114400 de Oryza sativa (NM_001052203.1) 
SEQ ID NO: 108: polinucleótido de GPAT8 de Zea mays (NM_001153970.1) 
SEQ ID NO: 109: polinucleótido LOC100282930 de Zea mays (NM_001155835.1) 10 
SEQ ID NO: 110: polinucleótido LOC100382119 de Zea mays (NM_001174880.1) 
SEQ ID NO: 111 polinucleótido de GPAT6 de Arabidopsis thaliana (NM_129367.3) 
SEQ ID NO: 112 polinucleótido de GPAT8 de Arabidopsis thaliana (NM_116264,5) 
SEQ ID NO: 113 polinucleótido (PHYPADRAFT_128739) de una proteína predicha de Physcomitrella patens 
(XM_001764949.1) 15 
SEQ ID NO: 114 polinucleótido (PHYPADRAFT_83824) de una proteína predicha de Physcomitrella patens 
(XM_001769619.1) 
SEQ ID NO: 115 polinucleótido (PHYPADRAFT_188308) de una proteína predicha de Physcomitrella patens 
(XM_001769672.1) 
SEQ ID NO: 116 polinucleótido (PHYPADRAFT_189499) de una proteína predicha de Physcomitrella patens 20 
(XM_001771134.1) 
SEQ ID NO: 117 polinucleótido (PHYPADRAFT_95487) de una proteína predicha de Physcomitrella patens 
(XM_001780481.1) 
SEQ ID NO: 118 polinucleótido LOC100243321 de una proteína predicha de Vitis Vinifera (XM_002268477.1) 
SEQ ID NO: 119 polinucleótido LOC100243093 de una proteína predicha de Vitis Vinifera (XM_002275312.1) 25 
SEQ ID NO: 120 polinucleótido LOC100259433 de una proteína predicha de Vitis Vinifera (XM_002275996.1) 
SEQ ID NO: 121 polinucleótido LOC100264832 de una proteína predicha de Vitis Vinifera (XM_002279055.1) 
SEQ ID NO: 122 polinucleótido de una proteína predicha de Populus trichocarpa (XM_002309088.1) 
SEQ ID NO: 123 polinucleótido de una proteína predicha de Populus trichocarpa (XM_002309240.1) 
SEQ ID NO: 124 polinucleótido de una proteína predicha de Populus trichocarpa (XM_002322716.1) 30 
SEQ ID NO: 125 polinucleótido de una proteína predicha de Populus trichocarpa (XM_002323527.1) 
SEQ ID NO: 126 polinucleótido de una proteína de Sorghum bicolor (XM_002439842.1) 
SEQ ID NO: 127 polinucleótido de una proteína de Sorghum bicolor (XM_002458741.1) 
SEQ ID NO: 128 polinucleótido de una proteína de Sorghum bicolor (XM_002463871.1) 
SEQ ID NO: 129 polinucleótido de una proteína de Sorghum bicolor (XM_002464585.1) 35 
SEQ ID NO: 130 polinucleótido de glicerol-fosfato aciltransferasa de RE de Ricinus communis 
(XM_002511827.1) 
SEQ ID NO: 131 polinucleótido de glicerol-fosfato aciltransferasa de RE de Ricinus communis 
(XM_002517392.1) 
SEQ ID NO: 132 polinucleótido de glicerol-fosfato aciltransferasa de RE de Ricinus communis 40 
(XM_002520125.1) 
SEQ ID NO: 133 polinucleótido de una proteína de la familia de fosfolípido/glicerol aciltransferasa de Arabidopsis 
lyrata (XM_002872909.1) 
SEQ ID NO: 134 polinucleótido de GPAT6 de Arabidopsis lyrata (XM_002881518.1) 
SEQ ID NO: 135 polinucleótido de GPAT8 de Vernicia fordii putative (FJ479753.1) 45 
SEQ ID NO: 136 polinucleótido Os03g0735900 de Oryza sativa (NM_001057724.1) 
SEQ ID NO: 137 polinucleótido de GPAT4 de Arabidopsis thaliana (NM_100043.4) 
SEQ ID NO: 138 polinucleótido de una proteína predicha de Populus trichocarpa (XM_002320102.1) 
SEQ ID NO: 139 polinucleótido de una proteína de Sorghum bicolor (XM_002451332.1) 
SEQ ID NO: 140 polinucleótido de glicerol-fosfato aciltransferasa de RE de Ricinus communis 50 
(XM_002531304.1) 
SEQ ID NO: 141 polinucleótido de GPAT4 de Arabidopsis lyrata (XM_002889315.1) 
SEQ ID NO: 142 polinucleótido de GPAT1 de Arabidopsis thaliana (NM_100531,2) 
SEQ ID NO: 143 polinucleótido de GPAT3 de Arabidopsis thaliana (NM_116426,2) 
SEQ ID NO: 144 polipéptido de GPAT4 de Arabidopsis thaliana (NP_171667.1) 55 
SEQ ID NO: 145 polipéptido de GPAT6 de Arabidopsis thaliana (NP_181346.1) 
SEQ ID NO: 146 polipéptido del producto genético F5I10.4 de Arabidopsis thaliana (AAF02784.1) 
SEQ ID NO: 147 polipéptido de una proteína desconocida de Arabidopsis thaliana (AAL32544.1) 
SEQ ID NO: 148 polipéptido de una proteína de Oryza sativa (AAP03413.1) 
SEQ ID NO: 149 polipéptido desconocido de Picea sitchensis (ABK25381.1) 60 
SEQ ID NO: 150 polipéptido desconocido de Zea mays (ACN34546.1) 
SEQ ID NO: 151 polipéptido de proteína predicha de Arabidopsis thaliana (BAF00762.1) 
SEQ ID NO: 152 polipéptido de producto proteico sin nombre de Oryza sativa (BAH00933.1) 
SEQ ID NO: 153 polipéptido Osl_05566 de una proteína predicha de Oryza sativa (EAY84189.1) 
SEQ ID NO: 154 polipéptido Osl_20155 de una proteína predicha de Oryza sativa (EAY98245.1) 65 
SEQ ID NO: 155 polipéptido OsJ_05094 de una proteína predicha de Oryza sativa (EAZ21484.1) 
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SEQ ID NO: 156 polipéptido Osl_04478 de una proteína predicha de Oryza sativa (EEC71826.1) 
SEQ ID NO: 157 polipéptido Osl_13423 de una proteína predicha de Oryza sativa (EEC76137.1) 
SEQ ID NO: 158 polipéptido OsJ_12482 de una proteína predicha de Oryza sativa (EEE59882.1) 
SEQ ID NO: 159 polipéptido SELMODRAFT_269600 de una proteína predicha de Selaginella moellendorffii 
(EFJ08963.1) 5 
SEQ ID NO: 160 polipéptido SELMODRAFT_184962 de una proteína predicha de Selaginella moellendorffii 
(EFJ08964.1) 
SEQ ID NO: 161 polipéptido SELMODRAFT_235331 de una proteína predicha de Selaginella moellendorffii 
(EFJ11200.1) 
SEQ ID NO: 162 polipéptido SELMODRAFT_118155 de una proteína predicha de Selaginella moellendorffii 10 
(EFJ15664.1) 
SEQ ID NO: 163 polipéptido SELMODRAFT_102257 de una proteína predicha de Selaginella moellendorffii 
(EFJ24086.1) 
SEQ ID NO: 164 polipéptido SELMODRAFT_170164 de una proteína predicha de Selaginella moellendorffii 
(EFJ29816.1) 15 
SEQ ID NO: 165 polipéptido SELMODRAFT_170165 de una proteína predicha de Selaginella moellendorffii 
(EFJ29817.1) 
SEQ ID NO: 166 polipéptido Os01g0855000 de Oryza sativa (NP_001044839.1) 
SEQ ID NO: 167 polipéptido Os02g0114400 de Oryza sativa (NP_001045668.1) 
SEQ ID NO: 168 polipéptido de GPAT 8 de Zea mays (NP_001147442.1) 20 
SEQ ID NO: 169 polipéptido LOC100282930 de Zea mays (NP_001149307.1) 
SEQ ID NO: 170 polipéptido de una proteína LOC100382119 de Zea mays (NP_001168351.1) 
SEQ ID NO: 171 polipéptido de GPAT6 de Arabidopsis thaliana (NP_181346.1) 
SEQ ID NO: 172 polipéptido de GPAT8 de Arabidopsis thaliana (NP_191950,2) 
SEQ ID NO: 173 polipéptido de una proteína de Physcomitrella patens (XP_001765001.1) 25 
SEQ ID NO: 174 polipéptido de una proteína de Physcomitrella patens (XP_001769671.1) 
SEQ ID NO: 175 polipéptido de una proteína de Physcomitrella patens (XP_001769724.1) 
SEQ ID NO: 176 polipéptido de una proteína de Physcomitrella patens (XP_001771186.1) 
SEQ ID NO: 177 polipéptido de una proteína de Physcomitrella patens (XP_001780533.1) 
SEQ ID NO: 178 polipéptido de una proteína de Vitis vinifera (XP_002268513.1) 30 
SEQ ID NO: 179 polipéptido de una proteína de Vitis vinifera (XP_002275348.1) 
SEQ ID NO: 180 polipéptido de una proteína de Vitis vinifera (XP_002276032.1) 
SEQ ID NO: 181 polipéptido de una proteína de Vitis vinifera (XP_002279091.1) 
SEQ ID NO: 182 polipéptido de una proteína de Populus trichocarpa (XP_002309124.1) 
SEQ ID NO: 183 polipéptido de una proteína de Populus trichocarpa (XP_002309276.1) 35 
SEQ ID NO: 184 polipéptido de una proteína de Populus trichocarpa (XP_002322752.1) 
SEQ ID NO: 185 polipéptido de una proteína de Populus trichocarpa (XP_002323563.1) 
SEQ ID NO: 186 polipéptido de una proteína SORBIDRAFT_09g022020 de Sorghum bicolor (XP_002439887.1) 
SEQ ID NO: 187 polipéptido de una proteína SORBIDRAFT_03g040260 de Sorghum bicolor (XP_002458786.1) 
SEQ ID NO: 188 polipéptido de una proteína SORBIDRAFT_01g008880 de Sorghum bicolor (XP_002463916.1) 40 
SEQ ID NO: 189 polipéptido de una proteína SORBIDRAFT_01g022140 de Sorghum bicolor (XP_002464630.1) 
SEQ ID NO: 190 polipéptido de glicerol-fosfato aciltransferasa de RE de Ricinus communis (XP_002511873.1) 
SEQ ID NO: 191 polipéptido de glicerol-fosfato aciltransferasa de RE de Ricinus communis (XP_002517438.1) 
SEQ ID NO: 192 polipéptido de glicerol-fosfato aciltransferasa de RE de Ricinus communis (XP_002520171.1) 
SEQ ID NO: 193 polipéptido de una proteína de la familia de fosfolípido/glicerol aciltransferasa de Arabidopsis 45 
lyrata (XP_002872955.1) 
SEQ ID NO: 194 polipéptido de GPAT6 de Arabidopsis lyrata (XP_002881564.1) 
SEQ ID NO: 195 polipéptido de GPAT de Vernicia fordii putative (ACT32032.1) 
SEQ ID NO: 196 polipéptido Os03g0735900 de Oryza sativa (NP_001051189.1) 
SEQ ID NO: 197 polipéptido de GPAT4 de Arabidopsis thaliana (NP_171667.1) 50 
SEQ ID NO: 198 polipéptido de una proteína de Populus trichocarpa (XP_002320138.1) 
SEQ ID NO: 199 polipéptido de una proteína SORBIDRAFT_04g001060 de Sorghum bicolor (XP_002451377.1) 
SEQ ID NO: 200 polipéptido de glicerol-fosfato aciltransferasa de RE de Ricinus communis (XP_002531350.1) 
SEQ ID NO: 201 polipéptido de GPAT4 de Arabidopsis lyrata (XP_002889361.1) 
SEQ ID NO: 202 polipéptido de GPAT1 de Arabidopsis thaliana (NP_563768.1) 55 
SEQ ID NO: 203 polipéptido de GPAT3 de Arabidopsis thaliana (NP_192104.1) 
SEQ ID NO: 204 polinucleótido de DGAT2 de Arabidopsis thaliana (NM_115011,3) 
SEQ ID NO: 205 polinucleótido de DGAT2 de Ricinus communis (AY916129.1) 
SEQ ID NO: 206 polinucleótido de DGAT2 de Vernicia fordii (DQ356682.1) 
SEQ ID NO: 207 polipéptido de DGAT2 de Mortierella ramanniana (AF391089.1) 60 
SEQ ID NO: 208 polipéptido de DGAT2 de Homo sapiens (NM_032564.1) 
SEQ ID NO: 209 polipéptido de DGAT2 de Homo sapiens (NM_001013579,2) 
SEQ ID NO: 210 polipéptido de DGAT2 de Bos taurus (NM_205793,2) 
SEQ ID NO: 211 polipéptido de DGAT2 de Mus musculus (AF384160.1) 
SEQ ID NO: 212 polipéptido de DGAT2 Arabidopsis thaliana (NP_566952.1) 65 
SEQ ID NO: 213 polipéptido de DGAT2 Ricinus communis (AAY16324.1) 
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SEQ ID NO: 214 polipéptido de DGAT2 de Vernicia fordii (ABC94474.1) 
SEQ ID NO: 215 polipéptido de DGAT2 de Mortierella ramanniana (AAK84179.1) 
SEQ ID NO: 216 polipéptido de DGAT2 de Homo sapiens (Q96PD7,2) 
SEQ ID NO: 217 polipéptido de DGAT2 de Homo sapiens (Q58HT5.1) 
SEQ ID NO: 218 polipéptido de DGAT2 de Bos taurus (Q70VZ8.1) 5 
SEQ ID NO: 219 polipéptido de DGAT2 de Mus musculus (AAK84175.1) 
SEQ ID NO: 220 tripéptido YFP –motivo de secuencia conservado de DGAT2 y/o MGAT1/2 
SEQ ID NO: 221 tetrapéptido HPHG –motivo de secuencia conservado de DGAT2 y/o MGAT1/2 
SEQ ID NO: 222 tetrapéptido EPHS –motivo de secuencia conservado de DGAT2 vegetal 
SEQ ID NO: 223 RXGFX(K/R)XAXXXGXXX(L/V)VPXXXFG(E/Q) –motivo de secuencia conservado largo de 10 
DGAT2 que forma parte del dominio putativo de fosfolípido glicerol 
SEQ ID NO: 224 FLXLXXXN – motivo de secuencia conservado de DGAT2 y MGAT1/2 de ratón que es un 
dominio de unión de lípidos neutro putativo 
SEQ ID NO: 225 dominio plsC aciltransferasa (PF01553) de GPAT 
SEQ ID NO: 226 dominio de la superfamilia de hidrolasa tipo HAD (PF12710) de GPAT 15 
SEQ ID NO: 227 dominio de fosfoserina fosfatasa (PF00702). GPAT4-8 contiene una región N-terminal 
homóloga de este dominio 
SEQ ID NO: 228 secuencia de aminoácidos GDLVICPEGTTCREP conservada de GPAT 
SEQ ID NO: 229 secuencia de aminoácidos conservada de GPAT/fosfatasa (Motivo I) 
SEQ ID NO: 230 secuencia de aminoácidos conservada de GPAT/fosfatasa (Motivo III) 20 

 
DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 
 
Técnicas generales y definiciones 
 25 
A menos que específicamente se defina de otra manera, se considera que todos los términos técnicos y científicos 
usados en el presente documento tienen el mismo significado que el conocido comúnmente por el experto en la 
materia (por ejemplo, en cultivo celular, genética molecular, inmunología, inmunohistoquímica, química de proteínas, 
química de lípidos y ácidos grasos, producción de biocombustible y bioquímica). 
 30 
A menos que se indique de otra manera, las técnicas de proteínas recombinantes, de cultivo celular e inmunológicas 
utilizadas en el presente documento invención son procedimientos estándar, bien conocidos por los expertos en la 
materia. Dichas técnicas se describen y explican en la bibliografía en fuentes tales como, J. Perbal, A Practical 
Guide to Molecular Cloning, John Wiley y 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 35 
Approach, Volúmenes 1 y 2, 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 el 
presente), 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 40 
actualizaciones hasta el presente). 
 
Definiciones seleccionadas 
 
El término "organismo transgénico no humano" se refiere, por ejemplo, a una planta completa, un alga, un animal no 45 
humano o un organismo adecuado para la fermentación tal como una levadura o un hongo, que comprende un 
polinucleótido exógeno (transgen) o un polipéptido exógeno. En una realización, el organismo transgénico no 
humano no es un animal o una parte del mismo. En una realización, el organismo transgénico no humano es un 
organismo fototrófico (por ejemplo, una planta o un alga) capaz de obtener energía de la luz solar para sintetizar 
compuestos orgánicos para su nutrición. En otra realización, el organismo transgénico no humano es una bacteria 50 
fotosintética. El término "exógeno", en el contexto de un polinucleótido o un polipéptido, se refiere al polinucleótido o 
polipéptido cuando está 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 naturalmente al polinucleótido o polipéptido. En otra 
realización, el polinucleótido exógeno o polipéptido es de un género diferente. En otra realización, el polinucleótido 
exógeno o polipéptido es de una especie diferente. En una realización el polinucleótido o polipéptido exógeno se 55 
expresa en una planta o célula vegetal hospedadora y el polinucleótido o polipéptido exógeno es de una especie o 
género diferente. En una realización, el polipéptido exógeno es una MGAT exógena. Tal como se usa en el presente 
documento, el término "lípido extraído" se refiere a una composición extraída de un organismo transgénico o una 
parte del mismo, que comprende al menos un 60 % (p/p) del lípido. 
 60 
Tal como se usa en el presente documento, el término "lípido no polar" se refiere a ácidos grasos y derivados de los 
mismos, que son solubles en solventes orgánicos pero insolubles en agua. Los ácidos grasos pueden ser ácidos 
grasos libres y/o se pueden encontrar en una forma esterificada. Los ejemplos de formas esterificadas incluyen, pero 
en un sentido no limitativo, triacilglicerol (TAG), diacilglicerol (DAG), monoacilglicerol (MAG). Los lípidos no polares 
también incluyen esteroles, ésteres de esterol y ésteres de ceras. Los lípidos no polares también se conocen como 65 
"lípidos neutros". El lípido no polar normalmente es líquido a temperatura ambiente. Preferentemente, el lípido no 
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polar comprende predominantemente (>50 %) ácidos grasos que son de al menos 16 carbonos de longitud. Más 
preferentemente, al menos un 50 % de los ácidos grasos totales en el lípido no polar son ácidos grasos de C18 
como por ejemplo ácido oleico. En una realización, al menos un 50 %, más preferentemente al menos un 70 %, más 
preferentemente al menos un 80 %, más preferentemente al menos un 90 %, más preferentemente al menos un 91 
%, más preferentemente al menos un 92 %, más preferentemente al menos un 93 %, más preferentemente al 5 
menos un 94 %, más preferentemente al menos un 95 %, más preferentemente al menos un 96 %, más 
preferentemente al menos un 97 %, más preferentemente al menos un 98 %, más preferentemente al menos un 99 
% de los ácidos grasos en el lípido no polar de la invención se pueden encontrar como TAG. El lípido no polar se 
puede purificar o tratar además, por ejemplo mediante hidrólisis con una base fuerte para liberar el ácido graso libre 
o mediante fraccionamiento, destilación o semejantes. El lípido no polar de la invención puede formar parte del 10 
"aceite de las semillas" si se obtiene de semillas. El lípido no polar puede estar presente o se puede obtener de otras 
partes de plantas, incluyendo hojas o frutos, de células u organismos no humanos recombinantes, en cuyo caso el 
lípido no es un aceite de semillas según se define en el presente documento. 
 
Los concentraciones de esterol libre y esterificado (por ejemplo, sitoesterol, campesterol, estigmaesterol, 15 
brassicaesterol, D5-avenaesterol, sitostanol, campestanol y colesterol) en los lípidos extraídos pueden ser como se 
describe en Phillips et al., 2002. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término "aceite de semillas" se refiere a una composición obtenido a 
partir de semillas/granos de una planta que comprende al menos un 60 % (p/p) de lípidos o que se puede obtener a 20 
partir de semillas/granos si el aceite de semillas aún está presente en dichas semillas/granos. Es decir, el aceite de 
semillas de la invención incluye un aceite de semillas que está presente en dichas semillas/granos o en una porción 
de los mismos, así como un aceite de semillas que ha sido extraído de las semillas/granos. El aceite de semillas 
preferentemente es un aceite de semillas extraído. normalmente  el aceite de semillas es un líquido a temperatura 
ambiente. Preferentemente, el contenido de ácidos grasos totales (TFA) en el aceite de semillas comprende 25 
predominantemente (>50 %) ácidos grasos que son de al menos 16 carbonos de longitud. Más preferentemente, al 
menos un 50 % de los ácidos grasos totales en el aceite de semillas son ácidos grasos de C18 como por ejemplo 
ácido oleico. Los ácidos grasos normalmente se pueden encontrar en una forma esterificada tal como por ejemplo, 
TAG, DAG, acil-CoA o fosfolípido. Los ácidos grasos pueden ser ácidos grasos libres y/o se pueden encontrar en 
una forma esterificada. En una realización, al menos un 50 %, más preferentemente al menos un 70 %, más 30 
preferentemente al menos un 80 %, más preferentemente al menos un 90 %, más preferentemente al menos un 91 
%, más preferentemente al menos un 92 %, más preferentemente al menos un 93 %, más preferentemente al 
menos un 94 %, más preferentemente al menos un 95 %, más preferentemente al menos un 96 %, más 
preferentemente al menos un 97 %, más preferentemente al menos un 98 %, más preferentemente al menos un 99 
% de los ácidos grasos en el aceite de semillas de la invención se pueden encontrar como TAG. En una realización, 35 
el aceite de semillas de la invención es un aceite "sustancialmente purificado" o " purificado" que fue separado de 
uno o más lípidos adicionales, ácidos nucleicos, polipéptidos u otras moléculas contaminantes con los cuales está 
asociado en la semilla o en un extracto crudo. Se prefiere que el aceite de semillas sustancialmente purificado está 
al menos un 60 % libre, más preferentemente al menos un 75 % libre y, más preferentemente, al menos un 90 % 
libre de otros componentes con los cuales está asociado en la semilla o el extracto. El aceite de semillas de la 40 
invención puede comprender además moléculas de ácidos no grasos tales como, en un sentido no limitativo, 
esteroles. En una realización, el aceite de semillas es aceite de colza (Brassica napus, Brassica rapa ssp.), aceite de 
mostaza (Brassica juncea), otro aceite de Brassica (por ejemplo, Brassica napobrassica, Brassica camelina), aceite 
de girasol (Helianthus annus), aceite de lino (Linum usitatissimum), aceite de soja (Glycine max), aceite de cártamo 
(Carthamus tinctorius), aceite de maíz (Zea mays), aceite de tabaco (Nicotiana tabacum), aceite de cacahuete 45 
(Arachis hypogaea), aceite de palma (Elaeis guineensis), aceite de semillas de algodón (Gossypium hirsutum), 
aceite de coco (Cocos nucifera), aceite de palta (Persea americana), aceite de oliva (Olea europaea), aceite de cajú 
(Anacardium occidentale), aceite de macadamia (Macadamia intergrifolia), aceite de almendras (Prunus amygdalus), 
aceite de avena (Avena sativa), aceite de arroz (Oryza sativa u Oryza glaberrima) o aceite de semillas de 
Arabidopsis (Arabidopsis thaliana). El aceite de semillas se puede extraer de las semillas/granos mediante cualquier 50 
método conocido en la técnica. Esto comprende normalmente extracción con solventes no polares tales como éter 
dietílico, éter de petróleo, mezclas de cloroformo/metanol o butanol, asociados generalmente con la primera 
molienda de las semillas. Los lípidos asociados con el almidón en el grano se puede extraer con butanol saturado 
con agua. El aceite de semillas se puede "desgomar" mediante métodos conocidos en la técnica para eliminar 
polisacáridos o se puede tratar de otras maneras para eliminar los contaminantes o mejorar la pureza, la estabilidad 55 
o el color. Los TAG y otros ésteres en el aceite de semillas se puede hidrolizar para liberar los ácidos grasos libres o 
el aceite de semillas se puede hidrogenar, tratar químicamente o enzimáticamente como es sabido en la técnica. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término "ácido graso" se refiere a un ácido carboxílico con una cola 
alifática larga de al menos 8 átomos de carbono de longitud, ya sea saturado o insaturado. normalmente, los ácidos 60 
grasos tienen una cadena de carbono-carbono de al menos 12 carbonos de longitud. La mayoría de los ácidos 
grasos naturales tienen un número par de átomos de carbono porque su biosíntesis comprende acetato que tiene 
dos átomos de carbono. Los ácidos grasos se pueden encontrar en un estado libre (no esterificado) o en una forma 
esterificada tal como una parte de un triglicérido (TAG), diacilglicérido (DAG), monoacilglicérido (MAG), unido a acil-
CoA (tio-éster) u otra forma unida. Cuando está unido de manera covalente en una forma esterificada, en el presente 65 
documento el ácido graso se conoce como un grupo "acilo". El ácido graso puede estar esterificado como un 
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fosfolípido tal como una fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol, fosfatidilinositol o 
difosfatidilglicerol. Los "ácidos grasos saturados" no contienen ningún enlace doble o ningún grupo funcional a lo 
largo de la cadena. El término "saturado" se refiere a hidrógeno, en que todos los carbonos (además del grupo de 
ácido carboxílico [-COOH]) contiene 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-). Los "ácidos 5 
grasos insaturados" son de una forma similar a los ácidos grasos saturados, excepto que existe uno o más grupos 
funcionales alqueno a lo largo de la cadena, donde cada alqueno sustituye una parte "-CH2-CH2-" de enlace simple 
de la cadena con una porción "-CH=CH-" unida mediante un enlace doble (es decir, un carbono unido mediante un 
enlace doble a otro carbono). Los dos átomos de carbono siguientes en la cadena que están unidos por cualquiera 
de los lados del enlace doble pueden presentar una configuración cis o trans. 10 
 
Tal como se usan en el presente documento, los términos "ácidos grasos poliinsaturados” o "PUFA" se refieren a un 
ácido graso que comprende al menos 12 átomos de carbono en su cadena de carbonos y al menos dos grupos 
alqueno (dobles enlaces carbono-carbono). 
 15 
Un "monoacilglicérido" o "MAG" es un glicérido en el cual el glicerol está esterificado con un ácido graso. Tal como 
se usa en el presente documento, un MAG comprende un grupo hidroxilo en la posición sn-1/3 (en el presente 
documento también denominado sn-1 MAG o 1-MAG o 1/3-MAG) o sn-2 (en el presente documento también 
denominado 2-MAG) y por ello el MAG no incluye moléculas fosforiladas tal como PA o PC. Por lo tanto, MAG es un 
componente de lípidos neutros en una célula. 20 
 
Un "diacilglicérido" o "DAG" es un glicérido en el cual el glicerol está esterificado con dos ácidos grasos. Tal como se 
usa en el presente documento, un DAG comprende un grupo hidroxilo en la posición sn-1,3 o sn-1,2/2,3 y por ello 
DAG no incluye moléculas fosforiladas tal como PA o PC. Por lo tanto, DAG es un componente de lípidos neutros en 
una célula. En la vía de Kennedy de la síntesis de DAG (Figura 1), el precursor sn-glicerol-3-fosfato (G-3-P) se 25 
esterifica a dos grupos acilo, cada uno proveniente de un éster de coenzima A de ácidos grasos, en una primera 
reacción catalizada por una glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT) en la posición sn-1 para formar LisoPA, seguido 
por una segunda acilación en la posición sn-2 catalizada por un ácido lisofosfatídico aciltransferasa (LPAAT) para 
formar ácido fosfatídico (PA). Este intermediario se desfosforila luego para formar DAG. En una vía anabólica 
alternativa (Figura 1), el DAG se puede formar por la acilación de ya sea sn-1 MAG o preferentemente sn-2 MAG, 30 
catalizada por MGAT. El DAG también se puede formar a partir de TAG por eliminación de un grupo acilo con una 
lipasa o a partir de PC esencialmente por eliminación de un grupo cabeza de colina con cualquiera de las enzimas 
CPT, PDCT o PLC (Figura 1). 
 
Un "triacilglicérido" o "TAG" es un glicérido en el cual el glicerol está esterificado con tres ácidos grasos. En la vía de 35 
Kennedy de la síntesis de TAG, el DAG se forma como se describió previamente y luego se esterifica un tercer 
grupo acilo en el esqueleto de glicerol por la actividad de DGAT. Las vías alternativas para la formación de TAG 
incluyen una catalizada por la enzima PDAT y la vía MGAT que se describe en el presente documento. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término "aciltransferasa" se refiere a una proteína que tiene la 40 
capacidad de transferir un grupo acilo de la acil-CoA sobre un sustrato e incluye MGAT, GPAT y DGAT. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término "monoacilglicerol aciltransferasa" o "MGAT" se refiere a una 
proteína que transfiere un grupo de acilo graso de la acil-CoA a un sustrato MAG para producir DAG. Por lo tanto, el 
término "actividad monoacilglicerol aciltransferasa" se refiere al menos a la transferencia de un grupo acilo de la acil-45 
CoA al MAG para producir DAG. La MGAT se conoce más por su rol en la absorción de grasa en el intestino de 
mamíferos, donde los ácidos grasos y sn-2 MAG generados por la digestión de la grasa de la dieta son 
resintetizados en TAG en los enterocitos para la síntesis y secreción de quilomicrones. La MGAT cataliza la primera 
etapa de este proceso, en donde se une covalentemente el grupo acilo de la acil-CoA grasa, formada a partir de 
ácidos grasos y CoA, con sn-2 MAG. El término "MGAT" Tal como se usa en el presente documento incluye enzimas 50 
que actúan sobre sustratos sn-1/3 MAG y/o sn-2 MAG para formar sn-1,3 DAG y/o sn-1,2/2,3-DAG, 
respectivamente. En una realización preferida, la MGAT tiene preferencia por el sustrato sn-2 MAG con relación a 
sn-1 MAG o sustancialmente emplea solamente sn-2 MAG como sustrato (los ejemplos incluyen las MGAT que se 
describen en Cao et al., 2003 (especificidad de la MGAT1 de ratón por sn2-18:1-MAG > sn1/3-18:1-MAG (Figura 5)); 
Yen y Farese, 2003 (las actividades generales de MGAT1 de ratón y de MGAT2 humana sobre 2-MAG son mayores 55 
que sobre sustratos aceptores de acilo 1-MAG (Figura 5); y Cheng et al., 2003 (la actividad de la MGAT3 humana 
sobre 2-MAG es mucho mayor que sobre los sustratos 1/3-MAG (Figura 2D)). 
 
Tal como se usa en el presente documento, la MGAT no incluye enzimas que transfieren preferencialmente un grupo 
acilo a LisoPA con relación a MAG, donde dichas enzimas se conocen como LPAAT. Es decir, una MGAT emplea 60 
preferencialmente sustratos de monoacilo no fosforilados, aún cuando pueden mostrar una actividad catalítica baja 
sobre LisoPA. Una MGAT preferida no tiene una actividad detectable en la acilación de LisoPA. Según se muestra 
en el presente documento, una MGAT (es decir, MGAT2 de M. musculus) también puede tener una función DGAT 
pero funciona predominantemente como una MGAT, es decir, tiene mayor actividad catalítica como una MGAT que 
como una DGAT cuando la actividad de la enzima se expresa en unidades de nmoles de producto/min/mg de 65 
proteína (véase también Yen et al., 2002). 

E11799957
08-09-2017ES 2 640 100 T3

 



 

20 

 
Hay tres clases conocidas de MGAT, denominadas, MGAT1, MGAT2 y MGAT3, respectivamente. Los homólogos 
del gen MGAT1 humano (AF384163) están presentes (es decir, se conocen las secuencias) al menos en chimpancé, 
perro, vaca, ratón, rata, pez zebra, Caenorhabditis elegans, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces 
cerevisiae, Kluyveromyces lactis, Eremothecium gossypii, Magnaporthe grisea y Neurospora crassa. Los homólogos 5 
del gen MGAT2 humano (AY157608) están presentes al menos en chimpancé, perro, vaca, ratón, rata, pollo, pez 
zebra, mosca de la fruta y mosquito. Los homólogos del gen MGAT3 humano (AY229854) están presentes al menos 
en chimpancé, perro, vaca y pez zebra. Sin embargo, los homólogos de otros organismos se pueden identificar 
fácilmente mediante métodos conocidos en la técnica de identificación de secuencias homólogas. 
 10 
Los ejemplos de polipéptidos de MGAT incluyen proteínas codificadas por genes de MGAT1 de Homo sapiens 
(AF384163), Mus musculus (AF384162), Pan troglodytes (XM_001166055, XM_0526044,2), Canis familiaris 
(XM_545667,2), Bos taurus (NM_001001153,2), Rattus norvegicus (NM_001108803.1), Danio rerio MGAT1 
(NM_001122623.1), Caenorhabditis elegans (NM_073012.4, NM_182380,5, NM_065258,3, NM_075068,3, 
NM_072248,3), Kluyveromyces lactis (XM_455588.1), Ashbya gossypii (NM_208895.1), Magnaporthe oryzae 15 
(XM_368741.1), Ciona intestinalis predicho (XM_002120843.1). Los ejemplos de polipéptidos de MGAT2 incluyen 
proteínas codificadas por genes de MGAT2 de Homo sapiens (AY157608), Mus musculus (AY157609), Pan 
troglodytes (XM_522112,2), Canis familiaris (XM_542304.1), Bos taurus (NM_001099136.1), Rattus norvegicus, 
Gallus gallus (XM_424082,2), Danio rerio (NM_001006083.1), Drosophila melanogaster (NM_136474,2, 
NM_136473,2, NM_136475,2), Anopheles gambiae (XM_001688709.1, XM_315985), Tribolium castaneum 20 
(XM_970053.1). Los ejemplos de polipéptidos de MGAT3 incluyen proteínas codificadas por genes de MGAT3 de 
Homo sapiens (AY229854), Pan troglodytes (XM_001154107.1, XM_001154171.1, XM_527842,2), Canis familiaris 
(XM_845212.1), Bos taurus (XM_870406.4), Danio rerio (XM_688413.4). 
 
Tal como se usa en el presente documento, la "vía de MGAT" se refiere a una vía anabólica, diferente de la vía de 25 
Kennedy, para la formación de TAG, en la cual se forma DAG por la acilación de sn-1 MAG o, preferentemente, sn-2 
MAG, catalizada por MGAT. El DAG se puede usar luego para formar TAG u otros lípidos. La vía MGAT se muestra 
como ejemplo en la Figura 1. Tal como se usa en el presente documento, el término "diacilglicerol aciltransferasa" 
(DGAT) se refiere a una proteína que transfiere un grupo de acilo graso de la acil-CoA a un sustrato DAG para 
producir TAG. Por lo tanto, el término "actividad diacilglicerol aciltransferasa" se refiere a la transferencia de un 30 
grupo acilo de la acil-CoA a DAG para producir TAG. Una DGAT también puede tener una función MGAT pero 
funciona predominantemente como una DGAT, es decir, tiene mayor actividad catalítica como una DGAT que como 
una MGAT cuando la actividad de la enzima se expresa en unidades de nmoles de producto/min/mg de proteína 
(véase, por ejemplo, Yen et al., 2005). 
 35 
Hay tres tipos conocidos de DGAT denominados DGAT1, DGAT2 y DGAT3 respectivamente. Los polipéptidos de 
DGAT1 normalmente tienen 10 dominios transmembrana, los polipéptido de DGAT2 normalmente tienen 2 dominios 
transmembrana, en tanto los polipéptidos DGAT3 normalmente no tienen ninguno y se cree que son solubles en el 
citoplasma, no estando integrados en las membranas. Los ejemplos de polipéptidos DGAT1 incluyen proteínas 
codificadas por los genes DGAT1 de Aspergillus fumigatus (N° Acceso XP_755172), de Arabidopsis thaliana 40 
(CAB44774), de Ricinus communis (AAR11479), de Vernicia fordii (ABC94472), de Vernonia galamensis 
(ABV21945, ABV21946), de Euonymus alatus (AAV31083), de Caenorhabditis elegans (AAF82410), de Rattus 
norvegicus (NP_445889), de Homo sapiens (NP_036211), así como variantes y/o mutantes de los mismos. Los 
ejemplos de polipéptidos de DGAT2 incluyen proteínas codificadas por genes de DGAT2 de Arabidopsis thaliana 
(NP_566952.1; SEQ ID NO: 212), Ricinus communis (AAY16324.1; SEQ ID NO: 213), Vernicia fordii (ABC94474.1; 45 
SEQ ID NO: 214), Mortierella ramanniana (AAK84179.1; SEQ ID NO:215), Homo sapiens (Q96PD7,2; SEQ ID NO: 
216) (Q58HT5.1; SEQ ID NO: 217), Bos taurus (Q70VZ8.1; SEQ ID NO: 218), Mus musculus (AAK84175.1; SEQ ID 
NO: 219), así como variantes y/o mutantes de los mismos. 
Los ejemplos de polipéptidos DGAT3 incluyen proteínas codificadas por los genes DGAT3 de cacahuete (Arachis 
hypogaea, Saha, et al., 2006), así como variantes y/o mutantes de los mismos. Una DGAT tiene poca o ninguna 50 
actividad MGAT detectable, por ejemplo, menos que 300 pmol/min/mg de proteína, preferentemente menos que 200 
pmol/min/mg de proteína, más preferentemente 100 pmol/min/mg de proteína. 
 
La DGAT2, pero no DGAT1, comparte una gran homología de secuencia con las enzimas MGAT, lo cual sugiere que 
los genes de DGAT2 y MGAT probablemente comparten un origen genético común. Aunque se conocen múltiples 55 
isoformas relacionadas con la catálisis de la misma etapa de síntesis de TAG, pueden cumplir distintos roles 
funcionales, como lo sugiere la distribución tisular diferencial y la localización subcelular de la familia de enzimas 
DGAT/MGAT. En mamíferos, la MGAT1 se expresa principalmente en estómago, riñón, tejido adiposo, en tanto 
MGAT2 y MGAT3 muestran la mayor expresión en el intestino delgado. En mamíferos, DGAT1 se expresa de 
manera ubicua en muchos tejidos, pero con mayor expresión en el intestino delgado, en tanto DGAT2 es más 60 
abundante en el hígado. MGAT3 solamente existe en mamíferos superiores y seres humanos, pero no en roedores 
según un análisis bioinformático. MGAT3 comparte una mayor homología de secuencia con DGAT2 que MGAT1 y 
MGAT3. MGAT3 presenta una actividad DGAT significativamente mayor que las enzimas MGAT1 y MGAT2 (MGAT3 
> MGAT1 > MGAT2) cuando se usó cualquier MAG o DAG como sustrato, lo cual sugiere que MGAT3 funciona 
como una TAG sintasa putativa. 65 
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Ambas MGAT1 y MGAT2 pertenecen a la misma clase de aciltransferasas que la DGAT2. Algunos de los motivos 
que han demostrado ser importantes para la actividad catalítica de DGAT2 en algunas DGAT2, también están 
conservados en las aciltransferasas MGAT. De particular interés es un dominio de unión a lípidos neutros putativo 
con la secuencia consenso FLXLXXXN (SEQ ID NO: 224), donde cada X es de manera independiente cualquier 
aminoácido distinto de prolina y N es cualquier aminoácido no polar, ubicado dentro de la región transmembrana N-5 
terminal seguido por un dominio glicerol/fosfolípido aciltransferasa putativo. El motivo FLXLXXXN está presente en la 
DGAT2 (aminoácidos 81-88) y en la MGAT1/2 de ratón pero no en las DGAT2 de levaduras o plantas. Es importante 
para la actividad de la DGAT2 de ratón. Otros motivos de secuencias de DGAT2 y/o MGAT1/2 incluyen: 

 
1. Un tripéptido YFP altamente conservado (SEQ ID NO: 220) en la mayoría de los polipéptidos de DGAT2 y 10 
también en MGAT1 y MGAT2, por ejemplo, presente como los aminoácidos 139-141 en DGAT2 de ratón. Una 
mutación de este motivo dentro de la DGAT2 de levadura con sustituciones no conservadoras volvió a la enzima 
no funcional. 
2. Un tetrapéptido HPHG (SEQ ID NO: 221), altamente conservado en las MGAT así como en las secuencias de 
DGAT2 de animales y hongos, por ejemplo, presente como los aminoácidos 161-164 en DGAT2 de ratón, e 15 
importante para la actividad catalítica al menos en DGAT2 de levadura y ratón. Las aciltransferasas DGAT2 de 
plantas contienen en su lugar una secuencia conservada EPHS (SEQ ID NO: 222), de modo que se pueden 
tolerar cambios conservadores en el primer y cuarto aminoácidos. 
3. Un motivo conservado más largo que forma parte del dominio putativo de fosfolípido glicerol. Un ejemplo de 
este motivo es RXGFX(K/R)XAXXXGXXX(L/V)VPXXXFG(E/Q) (SEQ ID NO: 223), que está presente como los 20 
aminoácidos 304-327 en la DGAT2 de ratón. Este motivo está menos conservado en una secuencia de 
aminoácidos que los demás, como sería de esperar por su longitud, pero se pueden reconocer homólogos 
mediante búsqueda de motivos. El espaciado puede variar entre los aminoácidos más conservados, es decir, 
puede existir X aminoácidos adicionales o X aminoácidos menos dentro del motivo en comparación con la 
secuencia anterior. 25 

 
Tal como se usa en el presente documento, el término "glicerol-3-fosfato aciltransferasa" o "GPAT" se refiere a una 
proteína que acila glicerol-3-fosfato (G-3-P) para formar LisoPA y/o MAG, donde éste último producto se forma si la 
GPAT también tiene actividad fosfatasa sobre LisoPA. El grupo acilo transferido normalmente es de la acil-CoA. Por 
lo tanto, el término "actividad glicerol-3-fosfato aciltransferasa" se refiere a la acilación de G-3-P para formar LisoPA 30 
y/o MAG. El término "GPAT" abarca enzimas que acilan G-3-P para formar sn-1 LPA y/o sn-2 LPA, preferentemente 
sn-2 LPA. En una realización preferida, la GPAT tiene actividad fosfatasa. En una realización más preferida aún, la 
GPAT es una sn-2 GPAT que tiene una actividad fosfatasa que produce sn-2 MAG. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término "sn-1 glicerol-3-fosfato aciltransferasa" (sn-1 GPAT) se refiere 35 
a una proteína que acila sn-glicerol-3-fosfato (G-3-P) para formar preferencialmente 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato (sn-1 
LPA). Por lo tanto, el término "actividad sn-1 glicerol-3-fosfato aciltransferasa" se refiere a la acilación de sn-glicerol-
3-fosfato para formar 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato (sn-1 LPA). 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término "sn-2 glicerol-3-fosfato aciltransferasa" (sn-2 GPAT) se refiere 40 
a una proteína que acila sn-glicerol-3-fosfato (G-3-P) para formar preferencialmente 2-acil-sn-glicerol-3-fosfato (sn-2 
LPA). Por lo tanto, el término "actividad sn-2 glicerol-3-fosfato aciltransferasa" se refiere a la acilación de sn-glicerol-
3-fosfato para formar 2-acil-sn-glicerol-3-fosfato (sn-2 LPA). 
 
La familia GPAT es grande y todos los miembros conocidos contienen dos dominios conservados, un dominio plsC 45 
aciltransferasa (PF01553; SEQ ID NO: 225) y un dominio de la superfamilia de hidrolasas tipo HAD (PF12710; SEQ 
ID NO: 226). Además de esto, en Arabidopsis thaliana, la GPAT4-8 contiene una región N-terminal homóloga de un 
dominio fosfoserina fosfatasa (PF00702; SEQ ID NO: 227). Ambas GPAT4 y GPAT6 contienen restos conservados 
conocidos por ser críticos para la actividad fosfatasa, específicamente aminoácidos conservados (indicados en 
negritas) en el Motivo I (DXDX[T/V][L/V]; SEQ ID NO:229) y en el Motivo III (K-[G/S][D/S]XXX[D/N]; SEQ ID NO:330) 50 
ubicados por el extremo N-terminal (Yang et al., 2010). Preferentemente, la GPAT tiene preferencia por sn-2 y 
actividad fosfatasa para producir sn-2 MAG (también denominado "2-MAG" en el presente documento) a partir de 
glicerol-3-fosfato (G-3-P) (Figura 1), por ejemplo, (GPAT4 (NP_171667.1) y GPAT6 (NP_181346.1)) de Arabidopsis. 
Más preferentemente, la GPAT emplea acil-CoA como sustrato de ácidos grasos. 
 55 
Los homólogos de GPAT4 (NP_171667) y GPAT6 (NP_181346) incluyen AAF02784, AAL32544, AAP03413, 
ABK25381, ACN34546, BAF00762, BAH00933, EAY84189, EAY98245, EAZ21484, EEC71826, EEC76137, 
EEE59882, EFJ08963, EFJ08964, EFJ11200, EFJ15664, EFJ24086, EFJ29816, EFJ29817, NP_001044839, 
NP_001045668, NP_001147442, NP_001149307, NP_001168351, NP_181346, NP_191950, XP_001765001, 
XP_001769671, XP_001769724, XP_001771186, XP_001780533, XP_002268513, XP_002275348, XP_002276032, 60 
XP_002279091, XP_002309124, XP_002309276, XP_002322752, XP_002323563, XP_002439887, XP_002458786, 
XP_002463916, XP_002464630, XP_002511873, XP_002517438, XP_002520171, XP_002872955, XP_002881564, 
ACT32032, ACT32032, NP_001051189, NP_171667, XP_002320138, XP_002451377, XP_002451377, 
XP_002531350, XP_002872955 y XP_002889361. 
 65 
Los motivos y/o restos conservados se pueden usar como elemento diagnóstico basado en secuencias para la 
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identificación de enzimas GPAT/fosfatasa bifuncionales. Como alternativa, se podría usar un ensayo basado en la 
función más severo. Dicho ensayo comprende, por ejemplo, alimentar glicerol-3-fosfato marcado a células o 
microsomas y cuantificar los niveles de productos marcados por cromatografía en capa delgada o una técnica 
similar. La actividad GPAT da como resultado la producción de LPA marcado en tanto la actividad GPAT/fosfatasa 
da como resultado la producción de MAG marcado. 5 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término "tipo silvestre" o variaciones del mismo se refiere a una célula 
o a un organismo no humano o a una parte del mismo que no ha sido modificado genéticamente. 
 
El término "correspondiente" se refiere a una célula o a un organismo no humano o a una parte del mismo que tiene 10 
el mismo antecedente genético o uno similar, que una célula o un organismo no humano o una parte del mismo de la 
invención pero que ha sido modificado según se describe en el presente documento (por ejemplo, la célula o el 
organsimo no humano o una parte del mismo no contiene un polinucleótido exógeno que codifica una MGAT o una 
MGAT exógena). Una célula o, un organismo no humano o una parte del mismo, correspondiente se puede usar 
como control para comparar los niveles de ácidos nucleicos o la expresión de proteínas o el grado y la naturaleza de 15 
la modificación de caracteres, por ejemplo la producción y/o el contenido de lípidos no polares, con una célula o un 
organismo no humano o una parte del mismo, modificado según se describe en el presente documento. 
 
Tal como se usa en el presente documento "comparado con" se refiere a la comparación de niveles de un lípido no 
polar o del contenido total de lípidos no polares del organismo transgénico no humano o una parte del mismo, que 20 
expresa dichos uno o más polinucleótidos exógenos o polipéptidos exógenos con un organismo transgénico no 
humano o una parte del mismo, que no contiene a dichos uno o más polinucleótidos o polipéptidos exógenos. 
 
Tal como se usa en el presente documento, "mayor capacidad para producir lípidos no polares" es un término 
relativo que se refiere a la cantidad total de lípidos no polares producida por una célula o por un organismo no 25 
humano o una parte del mismo, de la invención que es incrementada con relación a una célula o un organismo no 
humano o una parte del mismo, correspondiente. En una realización, aumenta el contenido de TAG y/o ácidos 
grasos poliinsaturados del lípido no polar. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término "un polinucleótido aislado o recombinante que regula 30 
negativamente de la producción y/o actividad de una enzima endógena" o variaciones del mismo, se refiere a un 
polinucleótido que codifica una molécula de ARN que regula negativamente de la producción y/o actividad (por 
ejemplo, que codifica un ARNsi) o que por sí mismo regula negativamente de la producción y/o actividad (por 
ejemplo, es un ARNsi que se puede administrar directamente, por ejemplo, a una célula) de una enzima endógena 
por ejemplo, DGAT, sn-1 glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT), 1-acil-glicerol-3-fosfato aciltransferasa (LPAAT), 35 
acil-CoA:lisofosfatidilcolina aciltransferasa (LPCAT), ácido fosfatídico fosfatasa (PAP) o una combinación de dos o 
más de los mismos. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término "sobre una base en peso" se refiere al peso de una sustancia 
(por ejemplo, TAG, DAG, ácidos grasos) como un porcentaje del peso de la composición que comprende la 40 
sustancia (por ejemplo, semillas, hojas). Por ejemplo, si una semilla transgénica contiene 25 µg de ácidos grasos 
totales por cada 120 µg de peso de la semilla; el porcentaje de ácidos grasos totales sobre una base en peso es del 
20,8 %. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término "sobre una base relativa" se refiere a la cantidad de una 45 
sustancia en una composición que comprende la sustancia en comparación con una composición correspondiente, 
como un porcentaje. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término "el contenido no lipídico relativo" se refiere a la expresión del 
contenido de lípidos no polares de una célula, organismo o una parte del mismo o a los lípidos extraídos de los 50 
mismos, en comparación con una célula, organismo o una parte del mismo, correspondiente o al lípido extraído de la 
célula, organismo o una parte del mismo, correspondiente como un porcentaje. Por ejemplo, si una semilla 
transgénica contiene 25 µg de ácidos grasos totales, en tanto la semilla correspondiente tenía 20 µg de ácidos 
grasos totales; el incremento en el contenido de lípido no polar sobre una base relativa es igual al 25 %. 
 55 
Producción de diacilgileroles y triacilgliceroles 
 
En una realización, el organismo transgénico no humano o una parte del mismo, de la invención produce niveles 
más altos de lípidos no polares, incluyendo TAG, preferentemente tanto TAG como DAG, que un organismo no 
humano correspondiente o una parte del mismo. En un ejemplo, las plantas transgénicas de la invención producen 60 
semillas y/u hojas que tienen un contenido aumentado de lípidos no polares de TAG, preferentemente tanto TAG 
como DAG, en comparación con las semillas y/u hojas correspondientes. El contenido de lípidos no polares del 
organismo no humano o una parte del mismo es un 0,5 % mayor sobre una base en peso en comparación con un 
organismo no humano correspondiente o una parte del mismo. 
 65 
En otra realización, el organismo transgénico no humano o una parte del mismo, preferentemente una planta o 
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semilla, produce TAG y posiblemente también DAG que están enriquecidos en uno o más ácidos grasos 
particulares. Se puede incorporar un amplio espectro de ácidos grasos en los DAGs y/o TAGs, incluyendo ácidos 
grasos saturados e insaturados y ácidos grasos de cadena corta y de cadena larga. Algunos ejemplos no limitativos 
de ácidos grasos que se pueden incorporar en los DAGs y/o TAGs incluyen: ácidos grasos cáprico (10:0), láurico 
(12:0), mirístico (14:0), palmítico (16:0), palmitoleico (16:1), esteárico (18:0), oleico (18:1), vaccénico (18:1), linoleico 5 
(18:2), eleosteárico (18:3), γ-linolénico (18:3), α-linolénico (18:3ω3), estearidónico (18:4ω3), araquídico (20:0), 
eicosadienoico (20:2), dihomo-γ-linoleico (20:3), eicosatrienoico (20:3), araquidónico (20:4), eicosatetraenoico (20:4), 
eicosapentaenoico (20:5ω3), behénico (22:0), docosapentaenoico (22:5ω), docosahexaenoico (22:6ω3), lignocérico 
(24:0), nervónico (24:1), cerótico (26:0) y montánico (28:0). En una realización de la presente invención, el 
organismo transgénico o partes del mismo está enriquecido en DAGs y/o TAGs que comprenden ácidos grasos 10 
poliinsaturados. 

 
En una realización adicional de la invención, el organismo transgénico no humano o una parte del mismo, 
preferentemente una planta o semilla, es transformado con un ADN quimérico que codifica una MGAT según se 
define en el presente documento que puede tener o no, actividad DGAT. La expresión de la MGAT preferentemente 15 
da como resultado niveles más altos de lípidos no polares tales como DAG o TAG y/o un mayor rendimiento de 
lípidos no polares en dicho organismo transgénico no humano o una parte del mismo. En una realización preferida, 
el organismo transgénico no humano es una planta. 
 
En una realización adicional, el organismo transgénico no humano o una parte del mismo, es transformado con un 20 
ADN quimérico que codifica una GPAT o una DGAT. Preferentemente, el organismo es transformado con ambos 
ADN quiméricos, que preferentemente están ligados de manera covalente en una molécula de ADN tal como, por 
ejemplo, una sola molécula de ADN-T. 
 
Yang et al., (2010) describen dos glicerol-3-fosfato aciltransferasas (GPAT4 y GPAT6) de Arabidopsis con 25 
preferencia por sn-2 y actividad fosfatasa que tienen capacidad para producir sn-2 MAG a partir de glicerol-3-fosfato 
(G-3-P) (Figura 1). Se propone que estas enzimas forman parte de la vía de síntesis de cutina. Se ha demostrado 
que las GPAT4 y GPAT6 de Arabidopsis emplean acil-CoA como sustrato de ácidos grasos (Zheng et al., 2003). 
 
La combinación de una GPAT/fosfatasa bifuncional con una MGAT permite obtener una nueva vía de síntesis de 30 
DAG usando G-3-P como un sustrato y dos grupos acilo derivados de acil-CoA como los otros sustratos. De manera 
similar, la combinación de dicha GPAT/fosfatasa bifuncional con una MGAT que tiene actividad DGAT permite 
obtener una nueva vía de síntesis de TAG usando glicerol-3-fosfato como un sustrato y tres grupos acilo derivados 
de acil-CoA como los otros sustratos. 
 35 
Por consiguiente, en una realización de la invención, el organismo transgénico no humano o una parte del mismo, es 
co-transformado con una GPAT/fosfatasa bifuncional y con una MGAT que no tiene actividad DGAT. Esto daría 
como resultado la producción de MAG por la GPAT/fosfatasa bifuncional que luego se podría convertir en DAG por 
la MGAT y luego en TAG por una DGAT nativa u otra actividad. La nueva producción de DAG se podría confirmar y 
seleccionar, por ejemplo, realizando dicha co-transformación en una cepa de levadura que contiene noqueos SLC1 40 
+ SLC4 letales tal como el que describen Benghezal et al., (2007; Figura 2). La Figura 2 de Benghezal et al., (2007) 
muestra que el noqueo de las dos LPATS de levadura (SLC1 y SLC4) es letal. El doble mutante SLC1 + SLC4 de 
levadura solamente se puede mantener debido a un plásmido complementario que proporciona uno de los genes slc 
(SLC1 en ese caso) en trans. La selección negativa por adición de FOA al medio da como resultado la pérdida de 
este plásmido complementario (contraselección del marcador de selección Ura) y vuelve no viables a las células. 45 
 
En otra realización de la invención, el organismo transgénico no humano o una parte del mismo, preferentemente 
una planta o semilla, es co-transformado con ADN quiméricos que codifican una GPAT/fosfatasa bifuncional y una 
MGAT que tiene actividad DGAT. Esto daría como resultado la producción de MAG por la GPAT/fosfatasa 
bifuncional que luego se podría convertir en DAG y luego en TAG por la MGAT. 50 
 
En una realización adicional más, se silencia una o más GPAT endógenas sin actividad fosfatasa detectable, por 
ejemplo se silencia uno o más genes que codifican GPAT que acilan glicerol-3-fosfato para formar LPA en la vía de 
Kennedy (por ejemplo, Arabidopsis GPAT1). 
 55 
Las preferencias de sustrato se podrían introducir en las nuevas vías de síntesis DAG y TAG, por ejemplo, 
suministrando cepas H1246 de levadura transgénicas que expresan variantes MGAT con una concentración de un 
ácido graso libre particular (por ejemplo, DHA) que previene la complementación por el gen MGAT de tipo silvestre. 
Solamente crecerían las variantes capaces de usar los ácidos grasos libres suministrados. Varios ciclos de 
introducción de MGAT daría como resultado la producción de una MGAT con mayor preferencia por ácidos grasos 60 
particulares. 
 
Los diversos complementos y suplementos de la vía de Kennedy descritos precedentemente se podría efectuar en 
cualquier tipo celular debido a la naturaleza ubicua del sustrato inicial glicerol-3-fosfato. En una realización, el uso de 
transgenes da como resultado mayores rendimientos de aceite. 65 
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Polinucleótidos 
 
Los términos "polinucleótido" y "ácido nucleico" se usan indistintamente. Se refieren a una forma polimérica de 
nucleótidos de cualquier longitud, ya sea desoxirribonucleótidos o ribonucleótidos o análogos de los mismos. Un 
polinucleótido de la invención puede ser de origen genómico, ADNc, semisintético o sintético, de cadena doble o de 5 
cadena simple y en virtud de su origen o manipulación: (1) no está asociado con todo o una porción de un 
polinucleótido con el cual está asociado en la naturaleza, (2) está ligado a un polinucleótido distinto del 
polinucleótido al cual está ligado en la naturaleza o (3) no existe en la naturaleza. Los siguientes son ejemplos no 
limitativos de polinucleótidos: regiones de codificación o no codificantes de un gen o fragmento de gen, loci (locus) 
definidos por análisis de ligamiento, exones, intrones, ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia (ARNt), ARN 10 
ribosómico (ARNr), ribozimas, ADNc, polinucleótidos recombinantes, polinucleótidos ramificados, plásmidos, 
vectores, ADN aislado de cualquier secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia, ADN quimérico de cualquier 
secuencia, sondas de ácido nucleico y cebadores. Un polinucleótido puede comprender nucleótidos modificados, 
tales como nucleótidos metilados y análogos de nucleótidos. Si están presentes, las modificaciones de la estructura 
de nucleótidos pueden ser impartidas antes o después del ensamblaje del polímero. La secuencia de nucleótidos 15 
puede estar interrumpida por componentes no nucleotídicos. Un polinucleótido se puede modificar además después 
de la polimerización, tal como por conjugación, con un componente de marcación. 
 
Un "polinucleótido aislado" significa un polinucleótido que generalmente fue separado de las secuencias de 
polinucleótidos con las cuales está asociado o ligado en su estado nativo. Preferentemente, el polinucleótido aislado 20 
está al menos un 60 % libre, más preferentemente al menos un 75 % libre y más preferentemente al menos un 90 % 
libre de las secuencias de polinucleótidos con las cuales está naturalmente asociado o ligado. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término "gen" se interpreta es su sentido más amplio e incluye las 
secuencias de desoxirribonucleótidos que comprenden a la región transcrita y, si se traducen, la región codificante 25 
de la proteína, de un gen estructural e inclusive las secuencias ubicadas adyacentes a la región codificante por 
ambos extremos 5’ y 3’ para una distancia de al menos 2 kb aproximadamente por cualquier extremo y que están 
relacionadas con la expresión del gen. En este sentido, el gen incluye las señales de control, tales como promotores, 
potenciadores, señales de terminación y/o de poliadenilación, que están asociadas naturalmente con un gen dado o 
señales de control heterólogas en cuyo caso el gen se conoce como un "gen quimérico". Las secuencias ubicadas 5’ 30 
con respecto a la región codificante de la proteína y que están presentes sobre el ARNm se denominan secuencias 
no traducidas 5’. Las secuencias ubicadas 3’ con respecto a la región codificante de la proteína y que están 
presentes sobre el ARNm se denominan secuencias no traducidas 3’. El término "gen" abarca tanto al ADNc como 
las formas genómicas de un gen. Una forma genómica o clon de un gen contiene la región codificante que puede 
interrumpirse con secuencias no codificantes denominadas "intrones" o "regiones intervinientes" o "secuencias 35 
intervinientes”. Los intrones son segmentos de un gen que se transcriben en un ARN nuclear (ARNn). Los intrones 
pueden contener elementos reguladores tales como potenciadores. Los intrones son removidos o "procesados fuera" 
del transcrito nuclear o primario; por ello no hay intrones en el transcrito de ARNm. El ARNm funciona durante la 
traducción especificando la secuencia o el orden de los aminoácidos en un polipéptido naciente. El término "gen" 
incluye una molécula sintética o de fusión que codifica todo o parte de las proteínas de la invención que se describen 40 
en el presente documento y una secuencia de nucleótidos complementaria de cualquiera de las mencionadas 
anteriormente. 
 
Tal como se usa en el presente documento, "ADN quimérico" se refiere a cualquier molécula de ADN que no existe 
naturalmente en la naturaleza; también denominada " construcción de ADN" en el presente documento. 45 
normalmente, un ADN quimérico comprende secuencias reguladoras y transcritas o codificantes de proteínas que no 
existen juntos en la naturaleza. Por consiguiente, un ADN quimérico puede comprender secuencias reguladoras y 
secuencias codificantes derivadas de distintas fuentes o secuencias reguladoras y secuencias codificantes 
derivadas de la misma fuente, pero en una disposición diferente de la hallada en la naturaleza. El marco de lectura 
abierto puede estar ligado o no, a sus elementos reguladores 5’ y 3’ naturales. El marco de lectura abierto se puede 50 
incorporar, por ejemplo, en el genoma de la planta, en una ubicación no natural o en un replicón o vector donde no 
existe naturalmente tal como en un plásmido bacteriano o un vector viral. El término "ADN quimérico" no se limita a 
moléculas de ADN que se pueden replicar en un hospedador, sino que incluye ADN capaz de ligarse en un replicón, 
por ejemplo, mediante secuencias adaptadoras específicas. 
 55 
Un "transgen" es un gen que fue introducido en el genoma mediante un procedimiento de transformación. Los 
términos "modificado genéticamente", "transgénico" y variaciones de los mismos incluyen introducir un gen en una 
célula por transformación o transducción, mutar un gen en una célula y alterar o modular genéticamente la 
regulación de un gen en una célula o la progenie de cualquier célula modificada como se describió previamente. 
 60 
Una “región genómica”, Tal como se usa en el presente documento, se refiere a una posición dentro del genoma en 
donde se ha insertado un transgen o un grupo de transgenes (también denominado agrupación en el presente 
documento), en una célula o en un predecesor de la misma. Dichas regiones comprenden solamente nucleótidos 
que fueron incorporados por la intervención del hombre, tal como mediante los métodos que se describen en el 
presente documento. 65 
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Un "polinucleótido recombinante" de la invención se refiere a una molécula de ácido nucleico que se construyó o 
modificó mediante métodos recombinantes artificiales. El polinucleótido recombinante puede estar presente en una 
célula en una cantidad alterada o se puede expresar a un índice alterado (por ejemplo, en el caso del ARNm) en 
comparación con su estado nativo. En una realización, el polinucleótido se introduce en una célula que no 
comprende naturalmente al polinucleótido. normalmente se usa un ADN exógeno como templado para la 5 
transcripción del ARNm que luego es traducido en una secuencia de restos de aminoácidos continua que codifican 
un polipéptido de la invención dentro de la célula transformada. En otra realización, el polinucleótido es endógeno 
para la célula y su expresión es alterada por medios recombinantes, por ejemplo, se introduce una secuencia de 
control exógena 5’ con respecto a un gen endógeno de interés para permitir la expresión del polipéptido codificado 
por el gen por parte de la célula transformada. 10 
 
Un polinucleótido recombinante de la invención incluye polinucleótidos que no han sido separados de los demás 
componentes del sistema de expresión basado en células o sin células, en el cual está presente y los polinucleótidos 
producidos en tales sistemas celulares o no celulares que luego se separan por purificación de por lo menos algunos 
de los demás componentes. El polinucleótido puede ser una extensión contigua de nucleótidos existente en la 15 
naturaleza o comprende dos o más extensiones contiguas de nucleótidos de fuentes diferentes (naturales y/o 
sintéticas) unidas para formar un solo polinucleótido. normalmente dichos polinucleótidos quiméricos comprenden al 
menos un marco de lectura abierto que codifica un polipéptido de la invención ligado operativamente a un promotor 
adecuado para dirigir la transcripción del marco de lectura abierto en una célula de interés. 
 20 
Con respecto a los polipéptidos definidos, se podrá apreciar que las cifras de % de identidad mayores que las 
provistas antes abarcarán formas de realización preferidas. Por consiguiente, cuando fuera aplicable, a la luz de las 
cifras mínimas de % de identidad, se prefiere que el polinucleótido comprenda una secuencia de polinucleótidos que 
es al menos un 60 %, más preferentemente al menos un 65 %, más preferentemente al menos un 70 %, más 
preferentemente al menos un 75 %, más preferentemente al menos un 80 %, más preferentemente al menos un 85 25 
%, más preferentemente al menos un 90 %, más preferentemente al menos un 91 %, más preferentemente al 
menos un 92 %, más preferentemente al menos un 93 %, más preferentemente al menos un 94 %, más 
preferentemente al menos un 95 %, más preferentemente al menos un 96 %, más preferentemente al menos un 97 
%, más preferentemente al menos un 98 %, más preferentemente al menos un 99 %, más preferentemente al 
menos un 99,1 %, más preferentemente al menos un 99,2 %, más preferentemente al menos un 99,3 %, más 30 
preferentemente al menos un 99,4 %, más preferentemente al menos un 99,5 %, más preferentemente al menos un 
99,6 %, más preferentemente al menos un 99,7 %, más preferentemente al menos un 99,8 % y aún más 
preferentemente al menos un 99,9 % idéntica al SEQ ID N° relevante nominado. 
 
Un polinucleótido de o de utilidad para, la presente invención se puede hibridar selectivamente, en condiciones 35 
rigurosas, con un polinucleótido definido en el presente documento. Tal como se usa en el presente documento, las 
condiciones rigurosas son aquellas que (1) durante la hibridación emplean un agente desnaturalizante tal como 
formamida, por ejemplo, formamida 50 % (v/v) con albúmina de suero bovino 0,1 % (p/v), Ficoll 0,1 %, 
polivinilpirrolidona 0,1 %, solución amortiguadora de fosfato de sodio 50 mM a pH 6,5 con NaCl 750 mM, citrato de 
sodio 75 mM a 42 °C; o (2) emplean formamida 50 %, SSC 5 x (NaCl 0,75 M, citrato de sodio 0,075 M), fosfato de 40 
sodio 50 mM (pH 6,8), pirofosfato de sodio 0,1 %, solución de Denhardt 5 x, ADN de esperma de salmón sonicado 
(50 g/ml), SDS 0,1 % y sulfato de dextrano 10 % a 42 °C en SSC 0,2 x y SDS 0,1 % y/o (3) emplean una fuerza 
iónica baja y temperatura alta para el lavado, por ejemplo, NaCl 0,015 M/citrato de sodio 0,0015 M/SDS 0,1 % a 50 
°C. 
 45 
Los polinucleótidos de la invención pueden contener, en comparación con las moléculas naturales, una o más 
mutaciones que son supresiones, inserciones o sustituciones de restos de nucleótidos. Los polinucleótidos que 
contienen mutaciones con relación a una secuencia de referencia pueden ser naturales (es decir, aislados de una 
fuente natural) o sintéticas (por ejemplo, obtenidos mediante mutagénesis dirigida al sitio o entremezclado de ADN 
del ácido nucleico descrito precedentemente). 50 
 
Vectores recombinantes 
 
En el presente documento se divulga un vector recombinante, que comprende al menos un polinucleótido definido 
en el presente documento, capaz de suministrar el polinucleótido en una célula hospedadora. Los vectores 55 
recombinantes incluyen vectores de expresión. Los vectores recombinantes contienen secuencias de polinucleótidos 
heterólogas, es decir, secuencias de polinucleótidos que no existen naturalmente adyacentes a un polinucleótido 
definido en el presente documento, que, preferentemente, deriva de una especie diferente. El vector puede ser de 
ARN o ADN, ya sea procariota o eucariota y normalmente es un vector viral, derivado de un virus o un plásmido. Los 
vectores de plásmidos incluyen normalmente secuencias de ácidos nucleicos adicionales que proporcionan una 60 
manera fácil de 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 vectores binarios que contienen una o más regiones de ADN-T. Las 
secuencias de ácidos nucleicos adicionales incluyen orígenes de replicación para proporciona una replicación 
autónoma del vector, genes marcadores de selección, que preferentemente codifican resistencia a antibióticos o 65 
herbicidas, múltiple sitios de clonación únicos que proporcionan múltiples sitios para insertar secuencias de ácidos 

E11799957
08-09-2017ES 2 640 100 T3

 



 

26 

nucleicos o genes codificados en la construcción de ácido nucleico y secuencias que mejoran la transformación de 
células procariotas y eucariotas (en especial plantas). 
 
El término "ligado operativamente", tal como se usa en el presente documento, se refiere a una relación funcional 
entre dos o más segmentos de ácidos nucleicos (por ejemplo, ADN). normalmente, se refiere a la relación funcional 5 
de un elemento regulador de la transcripción (promotor) con una secuencia transcrita. Por ejemplo, un promotor está 
ligado operativamente a una secuencia codificante de un polinucleótido definido en el presente documento, si 
estimula o modula la transcripción de la secuencia codificante en una célula apropiada. En general, los elementos 
promotores reguladores de la transcripción que están ligados operativamente a una secuencia transcrita se 
encuentran físicamente contiguos de la secuencia transcrita, es decir, actúan en cis. Sin embargo, algunos de los 10 
elementos reguladores de la transcripción, tales como potenciadores, no necesitan ubicarse físicamente contiguas o 
muy próximas de las secuencias codificantes cuya transcripción mejoran. 
 
Cuando se encuentran presentes múltiples promotores, cada promotor puede ser igual o diferente. 
 15 
Los vectores recombinantes también pueden contener (a) una o más señales secretoras que codifican secuencias 
de péptidos señal, para permitir la secreción de un polipéptido expresado definido en el presente documento de la 
célula que produce dicho polipéptido o que proporcione la localización del polipéptido expresado, por ejemplo para 
retener el polipéptido en el retículo endoplasmático (ER) de la célula o transferirlo a un plástido y/o (b) secuencias de 
fusión que conducen a la expresión de moléculas de ácidos nucleicos como proteínas de fusión. Los ejemplos de 20 
segmentos de señal adecuados incluyen cualquier segmento de señal capaz de dirigir la secreción o la localización 
de un polipéptido definido en el presente documento. Los segmentos señal preferidos incluyen, pero en un sentido 
no limitativo, el péptido señal de Nicotiana nectarin (US 5.939.288), la señal de la extensina de tabaco o la señal de 
la proteína de unión a cuerpos oleosos de la oleosina de soja. Los vectores recombinantes también pueden incluir 
secuencias intervinientes y/o no traducidas que rodean y/o que se encuentran dentro de la secuencia de ácidos 25 
nucleicos de un polinucleótido definido en el presente documento. 
 
Para facilitar la identificación de los transformantes, el vector recombinante comprende preferentemente un gen de 
un marcador de selección o rastreable como secuencia de ácidos nucleicos de un polinucleótido definido en el 
presente documento o además de la misma. Un "gen marcador" se refiere a un gen que imparte un fenotipo distinto 30 
a las células que expresan al gen marcador y por consiguiente permite diferenciar dicha célula transformada de las 
células que no contienen al marcador. Un gen marcador de selección confiere una característica que se puede 
"seleccionar" basado en la resistencia a un agente selectivo (por ejemplo, un herbicida, un antibiótico, radiación, 
calor u otro tratamiento capaz de dañar células no transformadas). Un gen marcador rastreable (o gen informante) 
confiere un rasgo que se pueda identificar por observación o evaluación, es decir, mediante un "examen" (por 35 
ejemplo, β-glucuronidasa, luciferasa, GFP u otra actividad enzimática que no está presente en células no 
transformadas). El gen marcador y la secuencia de nucleótidos interés no tienen que estar unidos, dado que la co-
transformación de genes no ligados como se describe, por ejemplo, en el documento US 4.399.216 también 
constituye un proceso eficiente, por ejemplo, en la transformación de plantas. La elección real de un marcador no es 
crucial en tanto sea funcional (es decir, selectivo) en combinación con las células de elección, tal como una célula 40 
vegetal. 
 
Los ejemplos de marcadores de selección bacterianos son marcadores que confieren resistencia a antibióticos tales 
como resistencia a ampicilina, eritromicina, cloramfenicol o tetraciclina, preferentemente resistencia a kanamicina. 
Los ejemplos de marcadores de selección para la selección de transformantes de plantas incluyen, pero en un 45 
sentido no limitativo, un gen hyg que codifica resistencia a higromicina B; un gen de neomicina fosfotransferasa 
(nptII) que confiere resistencia a kanamicina, paromomicina, G418; un gen de glutatión-S-transferasa de hígado de 
rata que confiere resistencia a herbicidas derivados de glutatión como se describe, por ejemplo, en el documento EP 
256223; un gen de la glutamina sintetasa que confiere, con la sobreexpresión, resistencia a los inhibidores de la 
glutamina sintetasa tal como fosfinotricina como se describe, por ejemplo, en el documento WO 87/05327, un gen de 50 
la acetiltransferasa de Streptomyces viridochromogenes que confiere resistencia al agente selectivo de fosfinotricina 
como se describe, por ejemplo, en el documento EP 275957, un gen que codifica una 5-enolshiquimato-3-fosfato 
sintasa (EPSPS) que confiere tolerancia a N-fosfonometilglicina como describen, por ejemplo, Hinchee et al., (1988), 
un gen bar que confiere resistencia contra bialafos como se describe, por ejemplo, en el documento WO91/02071; 
un gen de nitrilasa tal como bxn de Klebsiella ozaenae que confiere resistencia a bromoxinilo (Stalker et al., 1988); 55 
un gen de la dihidrofolato reductasa (DHFR) que confiere resistencia a metotrexato (Thillet et al., 1988); un gen 
mutante de acetolactato sintasa (ALS), que confiere resistencia a imidazolinona, sulfonilurea u otras sustancias 
químicas inhibidoras de ALS (EP 154,204); un gen mutado de la antranilato sintasa que confiere resistencia a 5-
metiltriptofano; o un gen de dalapón deshalogenasa que confiere resistencia al herbicida. 
 60 
Los marcadores rastreables preferidos incluyen, pero en un sentido no limitativo, un gen uidA que codifica una 
enzima β-glucuronidasa (GUS) para la cual se conocen diversos sustratos cromogénicos; un gen de β-galactosidasa 
que codifica una enzima para la cual se conocen sustratos cromogénicos; un gen de aecuorina (Prasher et al., 1985) 
que se puede emplear en la detección de bioluminiscencia sensible a calcio; un gen de la proteína fluorescente 
verde (Niedz et al., 1995) o derivados de los mismos; o un gen de luciferasa (luc) (Ow et al., 1986) que permite la 65 
detección de bioluminiscencia. Una "molécula informante" significa una molécula que, por su naturaleza química, 
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proporciona una señal analíticamente identificable que facilita la determinación de la actividad del promotor por 
referencia al producto proteico. 
 
Preferentemente, el vector recombinante se incorpora de manera estable en el genoma de la célula, tal como la 
célula vegetal. Por consiguiente, el vector recombinante puede comprender elementos apropiados que permiten 5 
incorporar al vector en el genoma o en un cromosoma de la célula. 
 
Vector de expresión 
 
Tal como se usa en el presente documento, un vector de expresión es un vector de ADN o ARN que tiene la 10 
capacidad de transformar una célula hospedadora y de lograr la expresión de uno o más polinucleótidos específicos. 
Preferentemente, el vector de expresión también permite la replicación dentro de una célula hospedadora. Los 
vectores de expresión pueden ser procariotas o eucariotas y normalmente son virus o plásmidos. Los vectores de 
expresión de la presente invención incluyen cualquier vector que funciona (es decir, expresión directa de genes) en 
células hospedadoras de la presente invención, incluyendo en células bacterianas, fúngicas, de endoparásitos, de 15 
artrópodos, de animales, algas y vegetales. Los vectores de expresión particularmente preferidos de la presente 
invención pueden dirigir la expresión de genes en células de levadura, algas y/o vegetales. 
 
Los vectores de expresión de la presente invención contienen secuencias reguladoras tales como secuencias de 
control de transcripción, secuencias de control de la traducción, orígenes de replicación y otras secuencias 20 
reguladoras que son compatibles con la célula hospedadora y que controlan la expresión de los polinucleótidos de la 
presente invención. En particular, los vectores de expresión de la presente invención incluyen secuencias de control 
de la transcripción. Las secuencias de control de la transcripción son secuencias que controlan el comienzo, la 
elongación y terminación de la transcripción. Las secuencias de control de la transcripción particularmente 
importantes son aquellas que controlan el comienzo de la transcripción, tales como secuencias promotoras, 25 
potenciadoras, operadoras y represoras. Las secuencias de control de la transcripción adecuadas incluyen cualquier 
secuencia de control de la transcripción que pueda funcionar en al menos una de las células recombinantes de la 
presente invención. La elección de las secuencias reguladoras usadas depende del organismo blanco, tal como una 
planta y/u órgano blanco o tejido de interés. Dichas secuencias reguladoras se pueden obtener de cualquier 
organismo eucariota tal como plantas o virus de plantas o se pueden sintetizar químicamente. Los expertos en la 30 
materia conocen una gran variedad de tales secuencias de control de la transcripción. Las secuencias de control de 
la transcripción particularmente preferidas son promotores activos en la dirección de la transcripción en plantas, ya 
sea constitutivamente o específicos de etapa y/o tejidos, dependiendo del uso de la planta o de partes de la misma. 
 
Se han descrito numerosos vectores adecuados para una transfección estable de células vegetales o para 35 
establecer plantas transgénicas, por ejemplo, en Pouwels et al., Cloning Vectors: A Laboratory Manual, 1985, 
suplemento 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 en 
plantas incluyen, por ejemplo, uno o más genes vegetales clonados bajo el control de transcripción de secuencias 
reguladoras 5' y 3' y un marcador de selección dominante. Dichos vectores de expresión en plantas también pueden 40 
contener una región reguladora promotora (por ejemplo, una región reguladora que controla una expresión inducible 
o constitutiva, regulada por el medio ambiente o por el desarrollo o específica de células o tejidos), un sitio de inicio 
de la transcripción, un sitio de unión a ribosoma, una señal de procesamiento de ARN, un sitio de terminación de la 
transcripción y/o una señal de poliadenilación. 
 45 
Se han descrito numerosos promotores constitutivos que son activos en células vegetales. Los promotores 
adecuados para una expresión constitutiva en plantas incluyen, pero en un sentido no limitativo, el promotor 35S del 
virus en mosaico de la coliflor (CaMV), el promotor del 35S virus en mosaico de la escrofularia (FMV), el promotor 
del virus baciliforme de la caña de azúcar, el promotor del virus moteado amarillo de la comelina, el promotor 
inducible por luz de la subunidad pequeña de la ribulosa-1,5-bi-fosfatocarboxilasa, el promotor de la triosafosfato 50 
isomerasa citosólica de arroz, el promotor de la adenina fosforibosiltransferasa de Arabidopsis, el promotor del gen 
de la actina 1 de arroz, los promotores de la manopina sintasa y octopina sintasa, el promotor Adh, el promotor de la 
sacarosa sintasa, el promotor del complejo del gen R y el promotor del gen de la proteína de unión a clorofila α/β. 
Estos promotores se han usado para crear vectores de ADN que se han expresado en plantas; véase, por ejemplo, 
WO 84/02913. Todos estos promotores se han usado para crear diversos tipos de vectores de ADN recombinantes 55 
de expresión en plantas. 
 
Con el fin de obtener expresión en los tejidos fuente de la planta, tal como hojas, semillas, raíz o tallo, se prefiere 
que los promotores utilizados en el presente documento invención sean de una expresión relativamente alta en 
estos tejidos específicos. Para este fin, se puede elegir entre una cantidad de promotores para genes con expresión 60 
específica o mejorada para tejidos o células. Los ejemplos de tales promotores informados en la bibliografía incluyen 
el promotor GS2 de la glutamina sintetasa de cloroplasto de guisante, el promotor de la fructosa-1,6-bifosfatasa de 
cloroplastos de trigo, el promotor ST-LS1 fotosintética nuclear de patata, el promotor de serina/treonina cinasa y el 
promotor de glucoamilasa (CHS) de Arabidopsis thaliana. También se informaron como activos en los tejidos 
fotosintéticamente activos al promotor de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa del alerce del este (Larix laricina), el 65 
promotor del gen Cab, Cab6, de pino, el promotor del gen Cab-1 de trigo, el promotor del gen Cab-1 de espinaca, el 
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promotor del gen Cab 1R de arroz, el promotor del gen de piruvato, el promotor de ortofosfato dicinasa (PPDK) de 
Zea mays, el promotor del gen Lhcb1*2 de tabaco, el promotor Suc2 sacarosa-H30 symporter de Arabidopsis thaliana 
y el promotor de los genes de proteínas de la membrana tilacoide de espinaca (PsaD, PsaF, PsaE, PC, FNR, AtpC, 
AtpD, Cab, RbcS). También se pueden utilizar otros promotores de las proteínas de unión a clorofila α/β en el 
presente documento invención, tales como los promotores del gen LhcB y del gen PsbP de mostaza blanca (Sinapis 5 
alba). 
 
Hay varios promotores de genes vegetales que son regulados como respuesta a señales del medio ambiente, 
hormonales, sustancias químicas y/o del desarrollo que también se pueden usar para la expresión de genes de 
proteínas de unión a ARN en células vegetales, incluyendo promotores regulados por (1) calor, (2) luz (por ejemplo, 10 
el promotor RbcS-3A de guisante, el promotor RbcS de maíz); (3) hormonas, tales como ácido abscísico, (4) 
lesiones (por ejemplo, WunI); o (5) sustancias químicas, tal como jasmonato de metilo, ácido salicílico, hormonas 
esteroides, alcohol, protectores (WO 97/06269) o también puede ser ventajoso emplear (6) promotores específicos 
de órganos. 
 15 
Tal como se usa en el presente documento, el término “promotor específico del órgano de almacenamiento de una 
planta” se refiere a un promotor que preferencialmente, en comparación con otros tejidos vegetales, dirige la 
transcripción de genes en un órgano de almacenamiento de una planta. Preferentemente, el promotor solamente 
dirige la expresión de un gen de interés en el órgano de almacenamiento y/o la expresión del gen de interés en otras 
partes de la planta, tal como las hojas, no es detectable mediante un análisis de transferencia Northern y/o RT-PCR. 20 
normalmente, el promotor dirige la expresión de genes durante el crecimiento y desarrollo del órgano de 
almacenamiento, en particular durante la fase de síntesis y acumulación de compuestos de almacenamiento en el 
órgano de almacenamiento. Tales promotores pueden dirigir la expresión de genes en todo el órgano de 
almacenamiento de una planta o solamente en una parte del mismo, tal como el recubrimiento, el embrión o los 
cotiledones en semillas de plantas dicotiledóneas o el endosperma o la capa de aleurona de semillas de plantas 25 
monocotiledóneas. 
 
Con el fin de obtener expresión en los tejidos de almacenamiento o reserva de la planta, tales como el tubérculo de 
la planta de patata, el fruto de tomate o las semillas de soja, colza, algodón, Zea mays, trigo, arroz y cebada, se 
prefiere que los promotores utilizados en la invención tengan una expresión relativamente alta en estos tejidos 30 
específicos. Se conocen numerosos promotores de genes con expresión específica o mejorada en tubérculos, 
incluyendo el promotor de patatina de clase I, el promotor para los genes ADPGPP de tubérculos de patata, ambas 
subunidades grande y pequeña, el promotor de sacarosa sintasa, el promotor de las proteínas mayores de 
tubérculos incluyendo los complejos proteicos de 22 kD e inhibidores de proteinasas, el promotor para el gen de la 
almidón sintasa unida a gránulos (GBSS) y otros promotores de patatinas de clase I y II. También se pueden 35 
emplear otros promotores para expresar una proteína en tejidos específicos, tales como semillas o frutas. Se puede 
usar el promotor de la β-conglicinina u otros promotores específicos de semillas tales como los promotores de 
napina, zeína, linina y faseolina. También se pueden usar promotores específicos de raíces. Un ejemplo de un 
promotor tal es el promotor del gen de la ácido quitinasa. La expresión en los tejidos de la raíz también se podría 
lograr utilizando los subdominios específicos de la raíz del promotor CaMV 35S que han sido identificados. 40 
 
En una realización particularmente preferida, el promotor dirige la expresión en tejidos y órganos en los cuales tiene 
lugar la biosíntesis de lípidos. Dichos promotores actúan en el desarrollo de las semillas en el momento adecuado 
para modificar la composición del lípido en las semillas. 
 45 
En otra realización preferida particular, el promotor es promotor específico de los órganos de almacenamiento de 
una planta. En una realización, el promotor específico del órgano de almacenamiento vegetal es un promotor 
específico de semillas. En una realización más preferida, el promotor dirige preferencialmente la expresión en los 
cotiledones de una planta dicotiledónea o en el endosperma de una planta monocotiledónea, con relación a la 
expresión en el embrión de la semilla o con relación a otros órganos en la planta, tal como las hojas. Los promotores 50 
preferidos para una expresión específica de semillas incluyen: 1) promotores de genes que codifican enzimas 
relacionadas con la biosíntesis y la acumulación en semillas de lípidos tales como desaturasas y elongasas, 2) 
promotores de genes que codifican proteínas de almacenamiento en semillas y 3) promotores de genes que 
codifican enzimas relacionadas con la biosíntesis y acumulación en semillas de carbohidratos. Los promotores 
específicos de semillas que son adecuados comprenden el promotor del gen de napina de colza oleaginosa (US 55 
5.608.152), el promotor de USP de Vicia faba (Baumlein et al., 1991), el promotor de oleosina de Arabidopsis (WO 
98/45461), el promotor de faseolina de Phaseolus vulgaris (US 5.504.200), el promotor Bce4 de Brassica (WO 
91/13980) o el promotor de legumina B4 (Baumlein et al., 1992) y los promotores que conducen a la expresión 
específica de semillas en monocotiledóneas tales como maíz, cebada, trigo, centeno, arroz y semejantes. Los 
promotores adecuados más importantes son el promotor del gen lpt2 o lpt1 de cebada (WO 95/15389 y WO 60 
95/23230) o los promotores que se describen en el documento WO 99/16890 (promotores del gen de la hordeína de 
cebada, el gen de glutelina de arroz, el gen de orizina de arroz, el gen de prolamina de arroz, el gen de gliadina de 
trigo, el gen de glutelina de trigo, el gen de zeína de maíz, el gen de glutelina de avena, el gen de kasirina de sorgo, 
el gen de secalina de centeno). Otros promotores incluyen los que se describen en Broun et al., (1998), Potenza et 
al., (2004), US 20070192902 y US 20030159173. En una realización, el promotor específico de semillas se expresa 65 
preferencialmente en partes definidas de las semillas tales como en los cotiledones o en el endosperma. Los 
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ejemplos de promotores específicos de cotiledones incluyen, pero en un sentido no limitativo, el promotor de FP1 
(Ellerstrom et al., 1996), el promotor de legumina de guisante (Perrin et al., 2000) y el promotor de fitohemaglutnina 
de haba (Perrin et al., 2000). Los ejemplos de promotores específicos del endosperma incluyen, pero en un sentido 
no limitativo, el promotor de zeína-1 de maíz (Chikwamba et al., 2003), el promotor de glutelina-1 de arroz (Yang et 
al., 2003), el promotor de D-hordeína de cebada (Horvath et al., 2000) y los promotores de HMW glutenina de trigo 5 
(Alvarez et al., 2000). En una realización adicional, el promotor específico de semillas no se expresa o solamente se 
expresa a un nivel bajo, en el embrión y/o después que germinó la semilla. 
 
En otra realización, el promotor específico del órgano de almacenamiento vegetal es un promotor específico de 
tubérculos. Los ejemplos incluyen, pero en un sentido no limitativo, los promotores B33, PAT21 y GBSS de patatina 10 
de patata, así como el promotor de esporamina de batata (por una revisión véase Potenza et al., 2004). En una 
realización preferida, el promotor dirige la expresión preferencialmente en la médula del tubérculo, con relación a las 
capas externas (piel, corteza) o el embrión del tubérculo. 
 
En otra realización, el promotor específico del órgano de almacenamiento vegetal es un promotor específico de 15 
frutos. Los ejemplos incluyen, pero en un sentido no limitativo, los promotores E8 y Pds de la poligalacturonasa de 
tomate, así como el promotor ACC oxidasa de manzana (por una revisión véase Potenza et al., 2004). En una 
realización preferida, el promotor dirige preferencialmente la expresión en las partes comestibles de la fruta, por 
ejemplo la médula de la fruta, con relación a la piel de la fruta o las semillas dentro del fruto. 
 20 
La secuencia líder no traducida 5' puede derivar del promotor seleccionado para expresar la secuencia del gen 
heterólogo del polinucleótido de la presente invención o puede ser heteróloga con respecto a la región codificante de 
la enzima a producir y se puede modificar específicamente, si se desea, para incrementar la traducción del ARNm. 
Por una revisión sobre la optimización de la expresión de transgenes, véase Koziel et al., (1996). Las regiones no 
traducidas 5´ también se pueden obtener de los ARN virales de plantas (virus en mosaico del tabaco, virus del 25 
grabado de la hoja de tabaco, virus en mosaico enano de maíz, virus en mosaico enano de alfalfa, entre otros), de 
genes eucariotas adecuados, de genes vegetales (directriz del gen de la proteína de unión a clorofila a/b de trigo y 
maíz) o de una secuencia genética sintética. La presente invención no se limita a las construcciones en donde la 
región no traducida deriva de la secuencia no traducida 5´ que acompaña a la secuencia del promotor. La secuencia 
líder también podría derivar de una secuencia codificante o de un promotor no relacionado. Las secuencias líder de 30 
utilidad en el contexto de la presente invención comprenden la directriz Hsp70 de maíz (US 5.362.865 y US 
5.859.347) y el elemento TMV omega. 
 
La terminación de transcripción se efectúa con una secuencia de ADN no traducida 3' ligada operativamente en el 
vector de expresión al polinucleótido de interés. La región no traducida 3' de una molécula de ADN recombinante 35 
contiene una señal de poliadenilación cuya función en plantas causa la adición de nucleótidos adenilato al extremo 3' 
del ARN. La región no traducida 3' se puede obtener de diversos genes que se expresan en células vegetales. La 
región no traducida 3’ de la nopalina sintasa, la región no traducida 3’ del gen de la subunidad pequeña Rubisco de 
guisante, la región no traducida 3’ de la proteína de almacenamiento 7S de soja en genes de semillas son de uso 
común en este sentido. También son adecuadas las regiones no traducidas transcritas 3', que contienen la señal de 40 
poliadenilato de los genes del plásmido inductor de tumores (Ti) de Agrobacterium. 
 
Se pueden usar tecnologías de ADN recombinante para mejorar la expresión de un polinucleótido transformado 
mediante manipulación, por ejemplo, la cantidad de copias del polinucleótido dentro de una célula hospedadora, la 
eficacia con la cual se transcriben dichos polinucleótidos, la eficacia con que se traducen los transcritos resultantes y 45 
la eficacia de las modificaciones de post-traducción. Las técnicas recombinantes de utilidad para incrementar la 
expresión de los polinucleótidos definidos en el presente documento incluyen, pero en un sentido no limitativo, unión 
operativa del polinucleótido a plásmidos con un gran número de copias, integración del polinucleótido en uno o más 
cromosomas de las células hospedadoras, adición de secuencias estabilizadoras del vector al plásmido, 
sustituciones o modificaciones de las señales de control de la transcripción (por ejemplo, promotores, operadores, 50 
potenciadores), sustituciones o modificaciones de las señales de control de la traducción (por ejemplo, sitios de 
unión a ribosomas, secuencias Shine-Dalgarno), modificación del polinucleótido para que se correspondan con la 
utilización de codones de la célula hospedadora y supresión de las secuencias que desestabilizan a los transcritos. 
 
Ácidos nucleicos de transferencia 55 
 
Se pueden usar ácidos nucleicos de transferencia para administrar un polinucleótido exógeno a una célula y 
comprende una, preferentemente dos, secuencias de bordes y un polinucleótido de interés. El ácido nucleico de 
transferencia puede codificar o no, un marcador de selección. Preferentemente, el ácido nucleico de transferencia 
forma parte de un vector binario en la bacteria, donde dicho vector binario comprende además elementos que 60 
permiten la replicación del vector en la bacteria o permite la selección o conservación de células bacterianas que 
contienen al vector binario. Con la transferencia a una célula eucariota, el componente de ácido nucleico de 
transferencia del vector binario tiene la capacidad de integrarse en el genoma de la célula eucariota. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “ácido nucleico de transferencia extracromosómico” se refiere 65 
a una molécula de ácido nucleico que tiene la capacidad de poder ser transferida de una bacteria, tal como 
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Agrobacterium sp., a una célula eucariota, tal como una célula foliar vegetal. Un ácido nucleico de transferencia 
extracromosómico es un elemento genético reconocido como un elemento que puede ser transferido con la 
subsiguiente integración de la secuencia de nucleótidos contenida dentro de sus bordes en el genoma de la célula 
receptora. En este sentido, un ácido nucleico de transferencia normalmente está flanqueado por dos secuencias de 
"bordes", aunque en algunos casos se puede usar un solo borde por uno de los extremos y el segundo extremo del 5 
ácido nucleico transferido es generado aleatoriamente en el proceso de transferencia. Un polinucleótido de interés 
se ubica normalmente entre la secuencia tipo borde izquierdo y la secuencia tipo borde derecho de un ácido nucleico 
de transferencia. El polinucleótido contenido dentro del ácido nucleico de transferencia se puede ligar 
operativamente a varios diferentes elementos reguladores promotores y terminadores que facilitan su expresión, es 
decir, la transcripción y/o traducción del polinucleótido. Los ADN-T de Agrobacterium sp. tal como de Agrobacterium 10 
tumefaciens o de Agrobacterium rhizogenes y variantes/mutantes de los mismos elaboradas por el hombre son 
probablemente los ejemplos mejor caracterizados de ácidos nucleicos de transferencia. Otro ejemplo es el ADN-P 
("ADN de plantas") que comprende secuencias tipo borde de ADN-T de plantas. 
 
Tal como se usa en el presente documento, “ADN-T” se refiere, por ejemplo, al ADN-T de un plásmido Ti de 15 
Agrobacterium tumefaciens o de un plásmido Ri de Agrobacterium rhizogenes o variantes de los mismos elaboradas 
por el hombre que funcionan como ADN-T. El ADN-T puede comprender un ADN-T completo incluyendo ambas 
secuencias de bordes derecho e izquierdo, pero solamente es necesario que comprenda las secuencias mínimas 
requeridas en cis para la transferencia, es decir, la secuencia del borde derecho y de ADN-T. En los ADN-T de la 
invención se han insertado, en cualquier parte entre las secuencias de bordes derecho e izquierdo (si está presente), 20 
el polinucleótido de interés flanqueado por sitios blanco para una recombinasa específica del sitio. Las secuencias 
que codifican los factores requeridos en trans para la transferencia del ADN-T en una célula vegetal, tal como los 
genes vir, se pueden insertar en el ADN-T o pueden estar presentes sobre el mismo replicón que el ADN-T o 
preferentemente se encuentran en trans sobre un replicón compatible en el hospedador de Agrobacterium. Dichos 
“sistemas de vectores binarios” son bien conocidos en la técnica. 25 
 
Tal como se usa en el presente documento, el “ADN-P” se refiere a un ácido nucleico de transferencia aislado de un 
genoma vegetal o variantes/mutantes del mismo elaboradas por el hombre y comprende por cada extremo o por un 
solo extremo, una secuencia tipo borde de ADN-T. La secuencia tipo borde comparte preferentemente al menos un 
50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 90 % o al menos un 30 
95 %, pero menos que un 100 % de identidad de secuencia, con una secuencia de borde de ADN-T de 
Agrobacterium sp., tal como de Agrobacterium tumefaciens o de Agrobacterium rhizogenes. Por consiguiente, se 
pueden usar ADN-P en lugar de ADN-T para transferir una secuencia de nucleótidos contenida en el ADN-P, por 
ejemplo de Agrobacterium a otra célula. El ADN-P, antes de la inserción del polinucleótido exógeno que será 
transferido, puede modificarse para facilitar la clonación y preferentemente no debería codificar ninguna proteína. El 35 
ADN-P se caracteriza por contener al menos una secuencia de borde derecho y preferentemente también una 
secuencia de borde izquierdo. 
 
Tal como se usa en el presente documento, las secuencias de “bordes” de un ácido nucleico de transferencia se 
pueden aislar de un organismo seleccionado, tal como una planta o bacteria o puede ser una variante/mutante de la 40 
misma elaborada por el hombre. La secuencia del borde promueve y facilita la transferencia del polinucleótido con el 
cual está ligado y puede facilitar su integración en el genoma de la célula receptora. En una realización, una 
secuencia de borde es de entre 5-100 pares de bases (pb) de longitud, 10-80 pb de longitud, 15-75 pb de longitud, 
15-60 pb de longitud, 15-50 pb de longitud, 15-40 pb de longitud, 15-30 pb de longitud, 16-30 pb de longitud, 20-30 
pb de longitud, 21-30 pb de longitud, 22-30 pb de longitud, 23-30 pb de longitud, 24-30 pb de longitud, 25-30 pb de 45 
longitud o 26-30 pb de longitud. Las secuencias de bordes del ADN-T de Agrobacterium sp. son bien conocidas en la 
técnica e incluyen los que se describen en Lacroix et al. (2008), Tzfira y Citovsky (2006) y Glevin (2003). 
 
Si bien tradicionalmente sólo se ha usado Agrobacterium sp. para transferir genes una células vegetales, existe 
ahora una gran cantidad de sistemas que fueron identificados/desarrollados y que actúan de una manera similar a 50 
Agrobacterium sp. Recientemente se han modificado genéticamente varias especies distintas de Agrobacterium para 
que sean competentes para la transferencia de genes (Chung et al., 2006; Broothaerts et al., 2005). Estas especies 
incluyen Rhizobium sp. NGR234, Sinorhizobium meliloti y Mezorhizobium loti. Las bacterias se hacen competentes 
para la transferencia de genes proporcionándoles a las bacterias la maquinaria necesaria para el proceso de 
transformación: es decir un conjunto de genes de virulencia codificado por un plásmido Ti de Agrobacterium y el 55 
segmento de ADN-T que reside sobre un pequeño plásmido binario separado. Las bacterias manipuladas de esta 
manera tienen la capacidad de transformar diferentes tejidos vegetales (tejido de discos foliares, callos y ovario), de 
monocotiledóneas o dicotiledóneas y de diversas especies vegetales diferentes (por ejemplo, tabaco, arroz). 
 
La transferencia directa de plásmidos de expresión eucariotas de bacterias a hospedadores eucariotas se logró por 60 
primera vez hace varias décadas por fusión de células de mamífero y protoplastos de Escherichia coli portadores de 
plásmidos (Schaffner, 1980). Desde entonces, ha ido aumentando de manera constante la cantidad de bacterias 
capaces de distribuir genes en células de mamífero (Weiss, 2003), habiendo sido descubiertos por cuatro grupos de 
forma independiente (Sizemore et al., 1995; Courvalin et al., 1995; Powell et al., 1996; Darji et al., 1997). 
 65 
Se ha demostrado que Shigella flexneri, Salmonella typhimurium o E. coli atenuadas que se volvieron invasivas por 
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el plásmido de virulencia (pWR100) de S. flexneri pueden transferir plásmidos de expresión después de la invasión 
en células hospedadoras y muerte intracelular debido a una atenuación metabólica. La aplicación en mucosas, ya 
sea por vía nasal u oral, de tales organismos recombinantes de Shigella o Salmonella indujo respuestas inmunes 
contra el antígeno codificado por los plásmidos de expresión. Mientras tanto, se había más que duplicado la lista de 
bacterias capaces de transferir plásmidos de expresión una células hospedadoras de mamífero in vitro e in vivo y fue 5 
documentado para S. typhi, S. choleraesuis, Listeria monocytogenes, Yersinia pseudotuberculosis e Y. enterocolitica 
(Fennelly et al., 1999; Shiau et al., 2001; Dietrich et al., 1998; Hense et al., 2001; Al-Mariri et al., 2002). 
 
En general, se podría asumir que todas las bacterias capaces de ingresar en el citosol de la célula hospedadora 
(como S. flexneri o L. monocytogenes) y lisarse dentro de este compartimento celular, deberían poder transferir 10 
ADN. Esto se conoce como una invasión ‘abortiva’ o ‘suicida’ ya que las bacterias deben lisarse para que tenga 
lugar la transferencia de ADN (Grillot-Courvalin et al., 1999). Además, aún muchas de las bacterias que permanecen 
en la vacuola fagocítica (como S. typhimurium) también podrían hacerlo. Por consiguiente, las cepas de laboratorio 
recombinantes de E. coli que han sido manipuladas para ser invasivas pero incapaces de un escape fagosómico, 
podrían no obstante distribuir su carga de plásmidos en el núcleo de la célula de mamífero infectada (Grillot-15 
Courvalin et al., 1998). Además, recientemente también se ha demostrado que Agrobacterium tumefaciens puede 
introducir transgenes en células de mamífero (Kunik et al., 2001). 
 
Tal como se usa en el presente documento, los términos “transfección”, “transformación” y variaciones de los 
mismos en general se usan indistintamente. Las células “transfectadas” o “transformadas” pueden haber sido 20 
manipuladas para introducir el o los polinucleótidos de interés o pueden ser células de la progenie derivadas de 
ellas. 
 
Células recombinantes 
 25 
La invención también proporciona una célula recombinante, por ejemplo, una célula vegetal recombinante, que es 
una célula hospedadora transformada con uno o más polinucleótidos o vectores definidos en el presente documento 
o una combinación de los mismos. El término "célula recombinante" se usa indistintamente con el término "célula 
transgénica" en el presente documento. Las células adecuadas de la invención incluyen cualquier célula que se 
pueda transformar con un polinucleótido o un vector recombinante de la invención, que codifica, por ejemplo, un 30 
polipéptido o una enzima descrita en el presente documento. La célula es preferentemente una célula que de esa 
manera se pueda usar para producir lípidos. La célula recombinante puede ser una célula en cultivo, una célula in 
vitro o presente en un organismo, tal como por ejemplo una planta o en un órgano, tal como por ejemplo una semilla 
o una hoja. Preferentemente, la célula se encuentra en una planta, más preferentemente en la semilla de una planta. 
 35 
Las células hospedadoras en las cuales se introducen los polinucleótido pueden ser células no transformadas o 
células que ya fueron transformadas con al menos un ácido nucleico. Dichos ácidos nucleicos pueden estar 
relacionados o no, con la síntesis de lípidos. Las células hospedadoras de la presente invención pueden tener 
capacidad endógena (es decir, natural) para producir los polipéptidos definidos en el presente documento, en cuyo 
caso la célula recombinante derivada de los mismos tienen una mayor capacidad para producir los polipéptidos o 40 
pueden tener la capacidad de producir tales polipéptidos solamente después de su transformación con al menos un 
polinucleótido de la invención. En una realización, la célula recombinante de la invención tiene una capacidad 
mejorada para producir lípidos no polares. 
 
Las células hospedadoras de la presente invención pueden ser cualquier célula capaz de producir al menos una de 45 
las proteínas descritas en el presente documento, seleccionadas entre células fúngicas (incluyendo de levadura), de 
algas y vegetales. Las células hospedadoras preferidas son células de levadura, algas y vegetales. Los ejemplos de 
células de algas de utilidad como células hospedadoras de la presente invención incluyen, por ejemplo, 
Chlamydomonas sp (por ejemplo, Chlamydomonas reinhardtii), Dunaliella sp., Haematococcus sp., Chlorella sp., 
Thraustochytrium sp., Schizochytrium sp. y Volvox sp. 50 
 
Las células hospedadoras para la expresión de los ácidos nucleicos de la presente pueden incluir hospedadores 
microbianos que crecen sobre varias alimentaciones, incluyendo carbohidratos simples o complejos, ácidos 
orgánicos y alcoholes y/o hidrocarburos, son un amplio rango de valores de temperatura y pH. Los hospedadores 
microbianos preferidos son organismos oleaginosos que tienen una capacidad natural de sintetizar lípidos no 55 
polares. 
 
Las células hospedadoras pueden ser de un organismo adecuado para un proceso de fermentación, tal como, por 
ejemplo, Yarrowia lipolytica u otras levaduras. 
 60 
Plantas transgénicas 
 
La invención también proporciona una planta que comprende un polinucleótido o un polipéptido exógeno de la 
invención, una célula de la invención, un vector de la invención o una combinación de los mismos. El término 
"planta" se refiere a plantas completas, en tanto el término "parte de la misma" se refiere a órganos vegetales (por 65 
ejemplo, hojas, tallos, raíces, flores, frutos), células individuales (por ejemplo, polen), semillas, partes de semillas 
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tales como un embrión, endosperma, escutelo o recubrimiento de semillas, tejido vegetal tal como tejido vascular, 
células vegetales y la progenie de las mismas. Tal como se usa en el presente documento, las partes de plantas 
comprenden células vegetales. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término "planta" se usa en su sentido más amplio. Incluye, pero en un 5 
sentido no limitativo, cualquier especie de pasto, planta ornamental o decorativa, cultivo o cereal (por ejemplo, 
semilla oleaginosa, maíz, soja), pienso o forraje, frutos o verduras, plantas herbáceas, plantas leñosas, plantas con 
flores o árboles. No pretende limitar una planta a ninguna estructura particular. También se refiere a una planta 
unicelular (por ejemplo, un microalga). El término "parte de la misma" con referencia a una planta se refiere a una 
célula vegetal y a la progenie de la misma, a una pluralidad de células vegetales que se diferencian mayormente en 10 
una colonia (por ejemplo, volvox), una estructura que está presente en cualquier etapa del una desarrollo de una 
planta o un tejido vegetal. Dichas estructuras incluyen, pero en un sentido no limitativo, hojas, tallos, flores, frutos, 
nueces, raíces, semillas, recubrimiento de semillas, embriones. El término "tejido vegetal" incluye tejidos vegetales 
diferenciados y no diferenciados incluyendo los que están presentes en hojas, tallos, flores, frutos, nueces, raíces, 
semillas, por ejemplo, tejido embrionario, endosperma, tejido dérmico (por ejemplo, epidermis, periderma), tejido 15 
vascular (por ejemplo, xilema, floema) o tejido básico (que comprende células de parénquima, colénquima y/o 
esclerénquima), así como células en cultivo (por ejemplo, células individuales, protoplastos, callos, embriones, etc.). 
El tejido vegetal puede estar in planta, en cultivo de órganos, en cultivo tisular o cultivo celular. 
 
Una "planta transgénica", una "planta modificada genéticamente" o variaciones de las mismas, se refieren a una 20 
planta que contiene un transgen que no se encuentra en una planta de tipo silvestre de la misma especie, variedad o 
cultivar. Las plantas transgénicas definidas en el contexto de la presente invención incluyen plantas y su progenie 
que han sido modificadas genéticamente usando técnicas recombinantes para producir al menos un polipéptido 
definido en el presente documento en la planta o parte de la misma. Las partes de plantas transgénicas tienen un 
significado correspondiente. 25 
 
Los términos "semilla" y "grano" se usan indistintamente en el presente documento. Un “grano” se refiere a un grano 
maduro, tal como un grano cosechado o un grano que aún se encuentra sobre la planta pero que está listo para ser 
cosechado y también se refiere a un grano después de embeberlo o hacerlo germinar, según el contexto. Los granos 
maduros comúnmente tienen un contenido de humedad menor que un 18-20 % aproximadamente. Una “semilla en 30 
desarrollo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una semilla antes de la madurez, normalmente 
presente en las estructuras reproductoras de la planta después de la fertilización o antesis, pero también se refieren 
a las semillas antes de la madurez que se pueden aislar de la planta. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “órgano de almacenamiento de una planta” se refiere a una 35 
parte de una planta especializada en guardar energía en la forma de, por ejemplo, proteínas, carbohidratos, lípidos. 
Los ejemplos de órganos de almacenamiento de una planta son semillas, frutos, raíces tuberosas y tubérculos. Un 
órgano de almacenamiento preferido de una planta de la invención es la semilla. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término “fenotípicamente normal” se refiere a una planta o parte de la 40 
misma, en particular un órgano de almacenamiento tal como una semilla, tubérculo o fruto de la invención 
modificada genéticamente que no tiene una capacidad significativamente reducida para crecer y reproducirse en 
comparación con una planta o parte de la misma no modificada. En una realización, la planta o parte de la misma 
modificada genéticamente que es fenotípicamente normal comprende un polinucleótido recombinante que codifica 
un supresor por silenciamiento ligado operativamente a un promotor específico del órgano de almacenamiento de 45 
una planta y que tiene la capacidad de crecer o reproducirse, esencialmente igual que una planta o parte de la 
misma correspondiente que no que comprende a dicho polinucleótido. Preferentemente, la biomasa, el índice de 
crecimiento, índice de germinación, el tamaño de los órganos de almacenamiento, el tamaño de las semillas y/o la 
cantidad de semillas viables producidas no son menores que un 90 % de los valores de una planta que no contiene 
a dicho polinucleótido recombinante cuando se cultiva bajo condiciones idénticas. Este término no abarca las 50 
características de la planta que pueden ser diferentes de la planta de tipo silvestre pero que no afectan la utilidad de 
la planta para fines comerciales tal como, por ejemplo, un fenotipo ballerina de las hojas de las plántulas. 
 
Las plantas suministradas o contempladas para su uso en la práctica de la presente invención incluyen tanto 
monocotiledóneas como dicotiledóneas. En formas de realización preferidas, las plantas de la presente invención 55 
son plantas de cultivo (por ejemplo, cereales y legumbres, maíz, trigo, patata, tapioca, arroz, sorgo, mijo, mandioca, 
cebada o guisante) u otras legumbres. Las plantas se pueden cultivar para la producción de raíces, tubérculos, 
hojas, tallos, flores o frutos comestibles. Las plantas pueden ser verduras o plantas ornamentales. Las plantas de la 
invención pueden ser: maíz (Zea mays), colza (Brassica napus, Brassica rapa ssp.), otras Brassicas tales como, por 
ejemplo, rutabaga (Brassica napobrassica) o Brassica camelina, remolacha azucarera (Beta vulgaris), trébol 60 
(Trifolium sp.), lino (Linum usitatissimum), alfalfa (Medicago sativa), arroz (Oryza sativa), centeno (Secale cerale), 
sorgo (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), batata (Lopmoea batatus), mandioca (Manihot esculenta), café (Cofea spp.), coco (Cocos nucifera), piña 
(Anana comosus), árboles cítricos (Citrus spp.), cacao (Theobroma cacao), té (Camellia senensis), banana (Musa 65 
spp.), palta (Persea americana), higo (Ficus casica), guayava (Psidium guajava), mango (Mangifer indica), olivo 
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(Olea europaea), papaya (Carica papaya), cajú (Anacardium occidentale), macadamia (Macadamia intergrifolia), 
almendra (Prunus amygdalus), remolacha (Beta vulgaris), avena o cebada. 
 
Otras plantas preferidas incluyen pastos C4 tales como Andropogon gerardi, Bouteloua curtipendula, B. gracilis, 
Buchloe dactiloides, Panicum virgatum, Schizachyrium scoparium, especies de Miscanthus por ejemplo, Miscanthus 5 
x giganteus y Miscanthus sinensis, Sorghastrum nutans, Sporobolus cryptandrus, pasto varilla (Panicum virgatum); 
pastos C3 tal como Elymus canadensis, las legumbres Lespedeza capitata y Petalostemum villosum, la margarita 
azul Aster azureus; y plantas leñosas tales como Quercus ellipsoidalis y Q. macrocarpa. 
 
En una realización preferida, la planta es una angiosperma. 10 
 
En una realización, la planta es una planta oleaginosa, preferentemente una planta de cultivo de semillas 
oleaginosas. Tal como se usa en el presente documento, una "planta oleaginosa" es una especie vegetal usada en 
la producción comercial de lípidos a partir de las semillas de la planta. La planta oleaginosa puede ser colza 
oleaginosa (tal como colza), maíz, girasol, cártamo, soja, sorgo, lino (semillas de lino) o remolacha. Además, la 15 
planta oleaginosa puede ser otras Brassicas, algodón, cacahuete, amapola, rutabaga, mostaza, semillas de ricino, 
sésamo, cártamo o plantas productoras de nueces. La planta puede producir niveles altos de lípidos en sus frutos, 
tal como olivo, palma oleaginosa o coco. Las plantas de horticultura en las cuales se puede aplicar la presente 
invención son lechuga, endivia o verduras de brassicas incluyendo coles, brócoli o coliflor. La presente invención se 
puede aplicar en tabaco, cucurbitáceas, zanahorias, fresas, tomate o pimiento. 20 
 
En una realización preferida, la planta transgénica es homocigota para cada uno y todos los genes que fueron 
introducidos (transgen) de modo que su progenie no segregará el fenotipo deseado. La planta transgénica también 
puede ser heterocigota para los transgenes introducidos, preferentemente uniformemente heterocigotas para el 
transgen, tal como por ejemplo en la progenie F1 que fue cultivada a partir de semillas híbridas. Dichas plantas 25 
pueden ofrecer ventajas tales como el vigor híbrido, bien conocido en la técnica. 
 
Cuando fuera relevante, las plantas transgénicas también pueden comprender transgenes adicionales que codifican 
enzimas relacionadas con la producción de lípidos no polares tales como, en un sentido no limitativo, LPAAT, 
LPCAT, PAP o una fosfolípido:diacilglicerol aciltransferasa (PDAT1, PDAT2 o PDAT3; véase por ejemplo, Ghosal et 30 
al., 2007) o una combinación de dos o más de los mismos. Las plantas transgénicas de la invención también pueden 
expresar oleosina a partir de un polinucleótido exógeno. 
 
Transformación de plantas 
 35 
Las plantas transgénicas se pueden producir usando técnicas conocidas en la técnica, tales como las que se 
describen en general en A. Slater et al., Plant Biotechnology - The Genetic Manipulation of Plants, Oxford University 
Press (2003) y Christou y Klee, Handbook of Plant Biotechnology, John Wiley y Sons (2004). 
 
Tal como se usa en el presente documento, los términos “transformación de manera estable”, “transformado de 40 
manera estable” y variaciones de los mismos se refieren a la integración del polinucleótido en el genoma de la célula 
de modo tal que son transferidas a las células de la progenies durante la división celular sin necesidad de 
seleccionar positivamente su presencia. Los transformantes estables o la progenie de los mismos, se pueden 
seleccionar con cualquier medio conocido en la técnica tales como transferencias Southern con ADN cromosómico o 
hibridación en situ de ADN genómico. 45 
 
La transferencia mediada por Agrobacterium es un sistema de amplia aplicación para introducir genes en células 
vegetales porque el ADN se puede introducir en las células en tejidos vegetales u órganos vegetales completos o en 
explantes en cultivo tisular, ya sea para una expresión transitoria o para una integración estable del ADN en el 
genoma de la célula vegetal. El uso de vectores de integración vegetales mediados por Agrobacterium para 50 
introducir ADN en células vegetales es bien conocido en la técnica (véase, por ejemplo, US 5177010, US 5104310, 
US 5004863 o US 5159135). La región de ADN a transferir está definida por las secuencias de los bordes y el ADN 
que interviene (ADN-T) comúnmente se inserta en el genoma vegetal. Además, la integración del ADN-T es un 
proceso relativamente preciso que da como resultado unos pocos reordenamientos. En aquellas variedades 
vegetales donde la transformación mediada por Agrobacterium es eficiente, es el método de elección debido a la 55 
naturaleza fácil y definida de la transferencia de genes. Los vectores preferidos para la transformación con 
Agrobacterium tienen la capacidad de replicarse en E. coli, así como en Agrobacterium, permitiendo manipulaciones 
convenientes como se describe en la bibliografía (Klee et al., En: Plant DNA Infectious Agents, Hohn y Schell 
(editores), Springer-Verlag, Nueva York, páginas 179-203 (1985)). 
 60 
Los métodos de aceleración que se pueden usar incluyen, por ejemplo, bombardeo con microproyectiles y 
semejantes. Un ejemplo de un método para distribuir moléculas de ácidos nucleicos transformantes en células 
vegetales es el bombardeo con microproyectiles. Este método ha sido revisado por Yang et al., Particle 
Bombardment Technology for Gene Transfer, Oxford Press, Oxford, Inglaterra (1994). Se pueden recubrir partículas 
no biológicas (microproyectiles) con ácidos nucleicos y distribuirlas en las células mediante una fuerza propulsora. 65 
Los ejemplos de partículas incluyen las que comprenden tungsteno, oro, platino y semejantes. Una ventaja particular 
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del bombardeo de microproyectiles, además de ser un medio eficaz para transformar monocotiledóneas de manera 
reproducible, es que no es necesario aislar los protoplastos ni susceptibilidad de una infección por Agrobacterium. 
Una realización ilustrativa de un método para distribuir ADN en células de Zea mays por aceleración es un sistema 
de distribución de partículas α biolístico, que se puede usar para impulsar partículas recubiertas con ADN a través 
de una pantalla, tal como una pantalla de acero inoxidable o Nytex, sobre una superficie de filtro cubierta con células 5 
de maíz cultivadas en suspensión. Un sistema de distribución de partículas adecuado para su uso con la presente 
invención es la pistola de aceleración por helio PDS-1000/He disponible de Bio-Rad Laboratories. 
 
Para el bombardeo, se pueden concentrar células en suspensión sobre filtros. Los filtros que contienen a las células 
que serán bombardeadas se ubican a una distancia apropiada debajo de la placa de detención de microproyectiles. 10 
Si se deseara, también se pueden colocar una o varias pantallas entre la pistola y las células a bombardear. 
 
Como alternativa, se pueden disponer embriones inmaduros u otras células blanco sobre un medio de cultivo sólido. 
Las células que serán bombardeadas se ubican a una distancia apropiada debajo de la placa de detención de 
microproyectiles. Si se deseara, también se coloca una o varias pantallas entre el dispositivo de aceleración y las 15 
células que serán bombardeadas. El uso de las técnicas que se describen en este documento permitirá obtener 
hasta 1000 o más focos de células que expresan de forma transitoria un gen de un marcador rastreable o 
seleccionable. La cantidad de células de un foco que expresa el producto genético 48 horas después del bombardeo 
a menudo varía en un rango de uno a diez, con un promedio de uno a tres. 
 20 
En la transformación por bombardeo, se pueden optimizar las condiciones de cultivo de pre-bombardeo y los 
parámetros de bombardeo con el fin de obtener la cantidad máxima de transformantes estables. Tanto los 
parámetros físicos como biológicos para el bombardeo son importantes en esta tecnología. Los factores físicos son 
aquellos que comprenden la manipulación del ADN/precipitado de microproyectiles o aquellos que afectan el vuelo y 
la velocidad de los macro- o microproyectiles. Los factores biológicos incluyen todos las etapas involucradas en la 25 
manipulación de las células antes e inmediatamente después del bombardeo, el ajuste osmótico de las células 
blanco para ayudar a aliviar el trauma asociado con el bombardeo y también la naturaleza del ADN transformante, 
tal como ADN alineado o plásmidos superenrollados intactos. Se considera que las manipulaciones de pre-
bombardeo son especialmente importantes para una transformación exitosa de embriones inmaduros. 
 30 
En otra realización alternativa, se pueden transformar plástidos de forma estable. Los métodos divulgados para la 
transformación de plástidos en plantas superiores incluyen distribución con pistola de partículas de ADN que 
contienen un marcador de selección y direccionamiento del ADN al genoma del plástido por medio de recombinación 
homóloga (US 451.513, US 5.545.818, US 5.877.402, US 5.932.479 y WO 99/05265). 
 35 
Por consiguiente, se considera que puede ser necesario ajustar diversos aspectos de los parámetros de bombardeo 
en estudios a pequeña escala para optimizar completamente las condiciones. Puede ser particularmente deseable 
ajustar los parámetros físicos, tal como la distancia a la hendidura, la distancia de vuelo, la distancia al tejido y la 
presión de helio. También puede ser conveniente minimizar los factores de reducción de trauma modificando las 
condiciones que afectan el estado fisiológico de las células receptoras y que por ello pueden afectar la 40 
transformación y las eficacias de integración. Por ejemplo, se puede ajustar el estado osmótico, la hidratación del 
tejido y la etapa de subcultivo o el ciclo celular de las células receptoras para lograr una transformación óptima. La 
ejecución de otros ajustes de rutina constituye un aspecto conocido para los expertos en la materia a la luz de la 
presente descripción. 
 45 
La transformación de protoplastos vegetales se puede efectuar usando métodos basados en precipitación por 
fosfato de calcio, tratamiento con polietilenglicol, electroporación y combinaciones de estos tratamientos. La 
aplicación de estos sistemas a diferentes variedades de plantas depende de la capacidad para regenerar dicha cepa 
vegetal particular a partir de protoplastos. Se han descrito métodos ilustrativos para la regeneración de cereales a 
partir de protoplastos (Fujimura et al., 1985; Toriyama et al., 1986; Abdullah et al., 1986). 50 
 
También se pueden usar otros métodos de transformación de células, los cuales incluyen, por ejemplo, la 
introducción de ADN en plantas mediante la transferencia directa de ADN en el polen, la inyección directa de ADN 
en los órganos reproductores de una planta o la inyección directa de ADN en las células de embriones inmaduros, 
seguida por la rehidratación de embriones desecados. 55 
 
La regeneración, el desarrollo y el cultivo de plantas a partir de protoplastos transformantes de plantas individuales o 
a partir de varios explantes transformados, son bien conocidos en la técnica (Weissbach et al., en: Methods for Plant 
Molecular Biology, Academic Press, San Diego, CA (1988). Este proceso de regeneración y desarrollo normalmente 
incluye las etapas de selección de las células transformadas, cultivo de aquellas células individualizadas a través de 60 
las etapas usuales del desarrollo embrionario, hasta la etapa de plántula con raíz. Los embriones y las semillas 
transgénicas se regeneran de forma similar. Luego se siembran los brotes con raíces resultantes en un medio 
apropiado para el cultivo de plantas, tal como tierra. 
 
El desarrollo o la regeneración de plantas que contienen al gen exógeno extraño son bien conocidos en la técnica. 65 
Preferentemente, las plantas regeneradas son autopolinizadas para proporcionar plantas transgénicas homocigotas. 
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Por otro lado, puede cruzarse el polen obtenido de las plantas regeneradas con plantas cultivadas a partir de 
semillas de líneas de importancia agrícola. Por otro lado, se usa el polen de plantas de estas líneas importantes para 
polinizar plantas regeneradas. Una planta transgénica de la presente invención que contiene un polinucleótido 
deseado se cultiva usando métodos bien conocidos por aquellos versados en la técnica. 
 5 
Los métodos para transformar dicotiledóneas, primariamente mediante el uso de Agrobacterium tumefaciens y 
obtener plantas transgénicas fueron publicados para algodón (US 5.004.863, US 5.159.135, US 5.518.908); soja (US 
5.569.834, US 5.416.011); Brassica (US 5.463.174); cacahuete (Cheng et al., 1996); y guisante (Grant et al., 1995). 
 
Los métodos para transformar de plantas de cereales tales como trigo y cebada para introducir una variación 10 
genética en la planta por introducción de un ácido nucleico exógeno y para regenerar plantas a partir de protoplastos 
o de embriones inmaduros de las plantas son bien conocidos en la técnica, véase por ejemplo, CA 2.092.588, AU 
61781/94, AU 667939, US 6.100.447, PCT/US97/10621, US 5.589.617, US 6.541.257 y otros métodos se indican en 
el documento WO99/14314. Preferentemente, las plantas transgénicas de trigo o cebada se producen mediante 
procedimientos de transformación mediados por Agrobacterium tumefaciens. Los vectores que contienen el 15 
polinucleótido deseado se pueden introducir en células de trigo regenerables de plantas de cultivo tisular o de 
explantes o de sistemas vegetales adecuados tales como protoplastos. 
 
Las células de trigo regenerables son preferentemente del escutelo de embriones inmaduros, embriones maduros, 
callos derivados de los mismos o del tejido meristemático. 20 
 
Para confirmar la presencia de los transgenes en células y plantas transgénicas, se puede conducir una 
amplificación con la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) o un análisis de transferencia Southern usando 
métodos conocidos por los expertos en la materia. Los productos de expresión de los transgenes se pueden detectar 
en cualquiera de varias maneras, dependiendo de la naturaleza del producto e incluyen transferencia Western y 25 
ensayos enzimáticos. Una manera de particular utilidad para cuantificar la expresión de proteínas y para detectar la 
replicación en diferentes tejidos vegetales comprende usar un gen informante, tal como GUS. Una vez que se 
obtuvieron las plantas transgénicas, se pueden cultivar para producir tejidos vegetales o partes de plantas con el 
fenotipo deseado. Se puede cosechar el tejido vegetal o las partes de plantas y/o se pueden recolectar las semillas. 
La semilla puede servir como una fuente para cultivar plantas adicionales con tejidos o partes que tienen las 30 
características deseadas. 
 
Una planta transgénica formada usando métodos de transformación con Agrobacterium u otros métodos contiene 
normalmente un solo locus genético sobre un cromosoma. Dichas plantas transgénicas pueden considerarse como 
hemicigotas para el o los genes agregados. Más preferida es una planta transgénica que es homocigota para el o los 35 
genes agregados; es decir, una planta transgénica que contiene dos genes agregados, un gen en el mismo locus de 
cada cromosoma de un par de cromosomas. Se puede obtener una planta transgénica homocigota por auto-
fertilización de una planta transgénica hemicigota, germinación de algunas de las semillas producidas y análisis de 
las plantas resultantes para el gen de interés. 
 40 
Se comprenderá asimismo que también se pueden cruzar (aparear) dos diferentes plantas transgénicas que 
contienen dos genes o loci exógenos que segregan de forma independiente para producir una descendencia que 
contiene a ambos juegos de genes o loci. La autocruza de la progenie F1 apropiada puede producir plantas que son 
homocigotas para ambos loci o genes exógenos agregados. También se contempla la retrocruza con una planta 
progenitora y la exocruza con una planta no transgénica, al igual que la propagación vegetativa. Se pueden 45 
consultar descripciones de otros métodos de cruzamiento usados comúnmente para distintos caracteres y cultivos 
en Fehr, en Breeding Methods for Cultivar Development, Wilcos J. ed., American Society of Agronomy, Madison, 
Wis. 
 
TILLING 50 
 
En una realización, se puede usar TILLING (lesiones locales inducidas dirigidas en genomas) para producir plantas 
en las cuales se han noqueado genes endógenos, por ejemplo genes que codifican una DGAT, sn-1 glicerol-3-
fosfato aciltransferasa (GPAT), 1-acil-glicerol-3-fosfato aciltransferasa (LPAAT), acil-CoA:lisofosfatidilcolina 
aciltransferasa (LPCAT), ácido fosfatídico fosfatasa (PAP) o una combinación de dos o más de los mismos. 55 
 
En una primera etapa, se inducen las mutaciones introducidas, tales como cambios de pares de bases individuales 
novedosos, en una población de plantas mediante tratamiento de semillas (o polen) con un mutágeno químico y 
luego avanzar las plantas hasta una generación donde las mutaciones serán heredadas de manera estable. Se 
extrae el ADN y las semillas se guardan separadas de todos los miembros de la población para crear una fuente al 60 
cual se puede acceder repetidamente en el tiempo. 
 
Para un ensayo de TILLING, se diseñan cebadores para PCR para amplificar específicamente un solo gen blanco de 
interés. La especificidad es especialmente importante si el blanco es un miembro de una familia de genes o forma 
parte de un genoma poliploide. A continuación, los cebadores marcados con colorante se pueden usar para 65 
amplificar los productos de la PCR del ADN agrupado de múltiples individuos. Estos productos de la PCR se 
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desnaturalizan y alinean nuevamente para permitir la formación de pares de bases no coincidentes. Las faltas de 
coincidencia o heteroduplas, representan tanto polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) naturales (es decir, es 
probable que varias plantas de la población sean portadores del mismo polimorfismo) y SNP inducidos (es decir, 
solamente unas pocas plantas individuales tienen probabilidad de expresar la mutación). Una vez formada la 
heterodupla, el uso de una endonucleasa, tal como CelI, que reconoce y corta el ADN no coincidente, es la clave del 5 
descubrimiento de nuevos SNP dentro de una población TILLING. 
 
Cuando se usa este enfoque, se pueden examinar miles de plantas para identificar cualquiera que tuviera un único 
cambio de base, así como inserciones o supresiones pequeñas (1-30 pb) en cualquier gen o región específica del 
genoma. Los fragmentos genómicos evaluados pueden variar en tamaño en un rango entre 0,3 y 1,6 kb. Con 8 10 
agrupaciones, fragmentos de 1,4 kb (descontando los extremos de los fragmentos donde la detección de SNP es 
problemática debido al ruido) y 96 calles por ensayo, esta combinación permitió examinar hasta un millón de pares 
de bases de ADN genómico por cada ensayo, lo que vuelve al TILLING una técnica de gran rendimiento. 
 
El TILLING se describe además en Slade y Knauf (2005) y en Henikoff et al., (2004). 15 
 
Además de permitir una detección eficiente de las mutaciones, la tecnología TILLING de gran rendimiento es ideal 
para la detección de polimorfismos naturales. Por ello, la búsqueda de un ADN homólogo desconocidos por 
formación de heteroduplas con una secuencia conocida revela la cantidad y posición de sitios polimórficos. Se 
identifican tanto cambios de nucleótidos como inserciones y supresiones pequeñas, incluyendo al menos algunos 20 
polimorfismos de número repetido. Esto se ha denominado Ecotilling (Comai et al., 2004). 
 
Cada SNP se registra según su posición aproximada dentro de unos pocos nucleótidos. Por lo tanto, cada haplotipo 
se puede obtener basándose en su movilidad. Los datos de secuencia se pueden obtener con un esfuerzo de 
incremento relativamente pequeño usando alícuotas del mismo ADN amplificado que se usa para el ensayo de falta 25 
de coincidencia-clivaje. El cebador de secuenciación izquierdo o derecho para una sola reacción se elige por su 
proximidad con el polimorfismo. El software Sequencher efectúa una alineación múltiple y descubre el cambio de 
bases, que en cada caso confirmó la banda de gel. 
 
El ecotilling es más económico que la secuenciación completa, el método utilizado actualmente en el descubrimiento 30 
de la mayoría de los SNP. Se pueden examinar placas que contienen al ADN ecotípico agrupado en lugar de 
agrupaciones de ADN de las plantas mutadas. Dado que la detección se efectúa sobre geles con una resolución 
cercana al par de bases y que los patrones basales son uniformes en todas las calles, se pueden hacer coincidir las 
bandas que son de tamaño idéntico, por consiguiente el descubrimiento y la determinación del genotipo de los SNP 
se efectúa en una sola etapa. De esta manera, la secuenciación final del SNP es simple y eficiente, aún más por el 35 
hecho que las alícuotas de los mismos productos de PCR usados para la selección pueden someterse a 
secuenciación de ADN. 
 
Aumento de los niveles de ARN exógeno y expresión estabilizada 
 40 
El silenciamiento de genes de post-transcripción (PTGS) es un mecanismo de defensa específico de la secuencia de 
nucleótidos que puede ser dirigido a ARNm celulares y virales para la degradación. El PTGS tiene lugar en plantas u 
hongos transformados de manera estable o transitoria con uno o más polinucleótidos recombinantes y da como 
resultado la acumulación reducida de moléculas de ARN con similitud de secuencia con el polinucleótido introducido. 
 45 
Los niveles de moléculas de ARN se pueden incrementar y/o los niveles de moléculas de ARN se pueden estabilizar 
sobre numerosas generaciones, limitando la expresión de un supresor por silenciamiento en un órgano de 
almacenamiento de una planta o una parte del mismo. Tal como se usa en el presente documento, un “supresor por 
silenciamiento” es cualquier polinucleótido o polipéptido que se puede expresar en una célula vegetal que aumente 
el nivel de los productos de expresión de un transgen diferente en la célula vegetal, en particular sobre repetidas 50 
generaciones a partir de la planta inicialmente transformada. En una realización, el supresor por silenciamiento es un 
supresor por silenciamiento viral o un mutante del mismo. Se conocen numerosos supresores por silenciamiento 
virales en la técnica que incluyen, pero en un sentido no limitativo, P19, V2, P38, Pe-Po y RPV-P0. Los ejemplos de 
supresores de silenciamiento virales adecuados incluyen los que se describen en el documento WO 2010/057246.  
Se puede expresar un supresor de silenciamiento de manera estable en una planta o en una parte del mismo, de la 55 
presente invención. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término "expresado de forma estable" o variaciones del mismo se 
refiere al nivel de moléculas de ARN siendo esencialmente igual o mayor en las plantas de progenie sobre 
generaciones repetidas, por ejemplo, al menos tres, al menos cinco o al menos diez generaciones, en comparación 60 
con las plantas correspondiente que no contienen al polinucleótido exógeno que codifica al supresor de 
silenciamiento. Sin embargo, estos términos no excluyen la posibilidad que sobre repetidas generaciones haya una 
cierta pérdida de los niveles de la molécula de ARN en comparación con una generación anterior, por ejemplo no 
menos que un 10 % de pérdida por generación. 
 65 
El supresor se puede seleccionar de cualquier fuente como por ejemplo vegetal, viral, de mamífero, etc. El supresor 
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puede ser, por ejemplo: 
virus B2 de los gallineros; 
virus P14 latente de Pothos; 
virus AC2 latente de Pothos; 
virus en mosaico AC4 de mandioca africana; 5 
enfermedad por el virus en mosaico de amarillamiento de venas C2 de Bhendi; 
enfermedad por el virus en mosaico de amarillamiento de venas C4 de Bhendi; 
enfermedad por el virus en mosaico de amarillamiento de venas βC1 de Bhendi; 
virus de clorosis p22 de tomate; 
virus de clorosis CP de tomate; 10 
virus de clorosis CPm de tomate; 
virus en mosaico dorado AL2 de tomate; 
virus de hoja enrollada Java βC1 de tomate; 
virus de amarillamiento de hojas enrolladas V2 de tomate; 
virus de amarillamiento de hojas enrolladas China-C2 de tomate; 15 
forma aislada βC1 del virus Y10-China de amarillamiento de hojas enrolladas de tomate; 
forma aislada V2 israelí de amarillamiento de hojas enrolladas de tomate; 
virus en mosaico amarillo Vigna AC2 de habichuela; 
virus clorótico de manchas en anillo CP de hibisco; 
virus rugoso P38 de nabo; 20 
virus rugoso CP de nabo; 
virus en mosaico de la coliflor P6; 
virus de amarillamiento p21 de remolacha; 
virus tristeza p20 de cítricos; 
virus tristeza p23 de cítricos; 25 
virus tristeza CP de cítricos; 
virus en mosaico SCP de caupí; 
virus enano clorótico p22 de batata; 
virus en mosaico 2b de pepino; 
virus HC-Pro de aspermia de tomate; 30 
virus L2 de punta enrollada de remolacha; 
virus en mosaico 19K del suelo de trigo; 
virus en mosaico estriado Gammab de cebada; 
virus Gammab semilatente de Poa; 
pecluvirus P15 de aglomeraciones de maní; 35 
virus Pns10 enano de arroz; 
virus P0 de amarillamiento transmitido por áfidos de curcubitáceas; 
virus P0 de amarillamiento del oeste de la remolacha; 
virus X P25 de papa; 
virus P1b del amarillamiento de venas de pepino; 40 
virus HC-Pro pox de ciruela; 
virus en mosaico HC-Pro de caña de azúcar 
virus Y cepa HC-Pro de papa; 
virus del grabado de la hoja P1/HC-Pro de tabaco; 
virus en mosaico P1/HC-Pro de nabo; 45 
virus P1 moteado de pasto ovillo; 
forma aislada del virus noruego P1 moteado de pasto ovillo; 
virus P1 moteado amarillo de arroz; 
forma aislada del virus nigeriano P1 moteado amarillo de arroz; 
virus NS3 de hoja blanca de arroz; 50 
virus NS3 estriado de arroz; 
virus en mosaico del tabaco 126K infectante de crucíferas; 
virus en mosaico del tabaco p122 infectante de crucíferas; 
virus en mosaico del tabaco p122; 
virus en mosaico del tabaco 126 55 
virus en mosaico del tabaco 130K; 
virus del cascabel 16K de tabaco; 
virus enano arbustivo P19 de tomate; 
virus bandeado reticular NSs de tomate; 
virus de manchas cloróticas de hojas P50 de manzana; 60 
virus A p10 de uva; 
virus 2 homólogo de BYV p21 asociado a enrollamiento de hojas de uva, 

 
así como variantes/mutantes de los mismos. El listado anterior proporciona el virus del cual se puede obtener el 
supresor y la denominación de la proteína (por ejemplo, B2, P14 etc.) o región codificante del supresor de cada virus 65 
particular. 
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Se pueden usar múltiples copias de un supresor. Se pueden usar diferentes supresores juntos (por ejemplo, en 
tándem). 
 
Se puede co-expresar esencialmente cualquier molécula de ARN que se deseara expresar en un órgano de 5 
almacenamiento de una planta con el supresor por silenciamiento. La molécula de ARN puede afectar una 
característica agronómica, resistencia a insectos, resistencia a enfermedades, resistencia a herbicidas, esterilidad, 
características de los granos y semejantes. Los polipéptidos codificados pueden estar relacionados con el 
metabolismo de lípidos, almidón, carbohidratos, nutrientes, etc. o pueden ser responsables de la síntesis de 
proteínas, péptidos, lípidos, ceras, almidones, azúcares, carbohidratos, sabores, olores, toxinas, carotenoides, 10 
hormonas, polímeros, flavonoides, proteínas de almacenamiento, ácidos fenólicos, alcaloides, ligninas, taninos, 
celulosas, glicoproteínas, glucolípidos, etc. 
 
En un ejemplo particular, las plantas produjeron niveles aumentados de enzimas para la producción de lípidos en 
plantas tales como Brassicas, por ejemplo colza oleaginosa o girasol, cártamo, lino, algodón, soja o maíz. 15 
 
Producción de lípidos no polares 
 
Se pueden emplear las técnicas que son de práctica rutinaria en la técnica para extraer, procesar, purificar y analizar 
los lípidos no polares producidos por células, organismos o partes de los mismos, de la presente invención. Dichas 20 
técnicas se describen y explican en la bibliografía, en fuentes tales como Fereidoon Shahidi, Current Protocols in 
Food Analytical Chemistry, John Wiley & Sons, Inc. (2001) D1.1.1-D1.1.11 y Perez-Vich et al. (1998). 
 
Producción de aceite de semillas 
 25 
Normalmente, las semillas de las plantas se cocinan, se prensan y/o se extraen para producir un aceite de semillas 
crudo, que luego es desgomado, refinado, blanqueado y desodorizado. En general, las técnicas para triturar semillas 
son conocidas en la técnica. Por ejemplo, semillas oleaginosas se pueden temperar rociándolas con agua para 
elevar el contenido de humedad, por ejemplo, a un 8,5 % y cortar en copos usando un rodillo compactador liso con 
un ajuste de hueco definido en 0,23 a 0,27 mm. Según el tipo de semilla, se puede agregar agua o no, antes de la 30 
trituración. La aplicación de calor desactiva las enzimas, facilita la ruptura celular posterior, coalesce las gotas de 
lípidos y aglomera las partículas de proteínas, todo lo cual facilita el proceso de extracción. 
 
La mayoría de los aceites de semillas se libera por medio de pasaje a través de una prensa de tornillo. Las tortas 
expulsadas de la prensa de tornillo son sometidas a extracción con solvente, por ejemplo, con hexano, usando una 35 
columna de temperatura controlada. Como alternativa, el aceite de semillas crudo producido por la operación de 
prensado se puede hacer pasar a través de un tanque de asentamiento con una vía de drenaje acanalada superior 
para remover los sólidos que se generan con el aceite de semillas durante la operación de prensado. El aceite de 
semillas clarificado se puede hacer pasar a través de un filtro tipo placa y marco para remover cualquier partícula 
sólida fina. Si se deseara, el aceite de semillas recuperado del proceso de extracción se puede combinar con el 40 
aceite de semillas clarificado para producir un aceite de semillas crudo mezclado. 
 
Una vez que se deprivó el solvente del aceite de semillas crudo, se combinan las porciones prensadas y extraídas y 
luego son sometidas a los procedimientos normales de procesamiento de lípidos (es decir, desgomado, refinación 
cáustica, blanqueado y desodorización). El desgomado se puede realizar por adición de ácido fosfórico concentrado 45 
al aceite de semillas crudo para convertir los fosfátidos no hidratables en una forma hidratable y para quelar los 
metales menores que están presentes en el aceite. La goma se separa del aceite de semillas por centrifugación. El 
aceite de semillas se puede refinar por adición de una cantidad suficiente de una solución de hidróxido de sodio para 
titular todos los ácidos grasos y remover los jabones así formados. 
 50 
La desodorización se puede realizar calentando el aceite de semillas a 260 ºC bajo vacío e introduciendo lentamente 
vapor en el aceite de semillas a una velocidad de 0,1 ml/minuto/100 ml de aceite de semillas aproximadamente. 
Después de aproximadamente 30 minutos de burbujeo, se deja que el aceite de semillas se enfríe bajo vacío. El 
aceite de semillas es transferido normalmente a un recipiente de vidrio y se lava con argón antes de almacenarlo 
bajo refrigeración. Si la cantidad de aceite de semillas es limitada, el aceite de semillas se puede colocar bajo vacío, 55 
por ejemplo, en un reactor Parr y calentar a 260 ºC por el mismo tiempo que hubiera sido desodorizado. Este 
tratamiento mejora el color del aceite de semillas y remueve la mayoría de las sustancias volátiles. 
 
Biomasa vegetal para la producción de lípidos 
 60 
Las partes de plantas relacionadas con la fotosíntesis (por ejemplo, tallos y hojas de plantas superiores y plantas 
acuáticas tales como algas) también se pueden usar para producir lípidos. Independientemente del tipo de planta, 
existen diversos métodos para extraer lípidos de la biomasa verde. Otra manera es la extracción física, que a 
menudo no emplea extracción con solventes. Es una manera "tradicional" que emplea diversos tipos diferentes de 
extracción mecánica. La extracción por prensa Expeller es un tipo común, como lo es la prensa de tornillo y los 65 
métodos de extracción con una prensa Ram. La cantidad de lípido extraído usando estos métodos varía 
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ampliamente, dependiendo del material vegetal y del proceso mecánico empleado. normalmente la extracción 
mecánica es menos eficiente que la extracción con solvente que se describe a continuación. 
 
En la extracción con solvente, se mezcla un solvente orgánico (por ejemplo, hexano) con al menos la biomasa 
vegetal verde modificada genéticamente, preferentemente después de secar y moler dicha biomasa verde. Por 5 
supuesto, también se pueden moler y mezclar otras partes de la planta además de la biomasa verde (por ejemplo, 
semillas que contienen lípidos). El solvente disuelve el lípido en la biomasa y semejantes, luego se separa dicha 
solución de la biomasa por acción mecánica (por ejemplo, con los procesos de prensado anteriores). Esta etapa de 
separación también se puede efectuar por filtración (por ejemplo, con un filtro prensa o un dispositivo similar) o por 
centrifugación etc. El solvente orgánico se puede separar luego del lípido no polar (por ejemplo, por destilación). 10 
Esta segunda etapa de separación permite obtener lípidos no polares de la planta y puede dar como resultado un 
solvente reusable si se emplea una recuperación por vapor convencional. 
 
 
Producción de combustible de algas 15 
 
El cultivo de algas es una forma de acuicultura que comprende la cría de especies de algas (incluyendo microalgas, 
también denominado fitopláncton, microfitas o algas planctónicas y macroalgas, comúnmente conocidas como 
sargazo). Los ejemplos de especies de algas de utilidad en el presente documento invención incluyen, por ejemplo, 
Chlamydomonas sp (por ejemplo, Chlamydomonas reinhardtii), Dunaliella sp., Haematococcus sp., Chlorella sp., 20 
Thraustochytrium sp., Schizochytrium sp. y Volvox sp. 
 
El cultivo comercial e industrial de algas tiene numerosos usos, incluyendo producción de ingredientes alimenticios, 
alimento y combustible de algas. 
 25 
Los cultivos de un alga o de algas mixtos se pueden cultivar en estanques abiertos (tales como estanques tipo 
raceway y lagos) o fotobiorreactores. 
 
Las algas se pueden cosechar usando Microscreens, por centrifugación, por floculación (usando por ejemplo, 
quitosán, alúmina y cloruro férrico) y por flotación con espuma. La interrupción del suministro de dióxido de carbono 30 
puede causar la floculación de las algas por sí solos, que se denomina "autofloculación”. En la flotación con espuma, 
el cultivador airea el agua formando una espuma y luego se limpian las algas desde la superficie. El ultrasonido y 
otros métodos de cosecha se encuentran actualmente bajo desarrollo. 
 
Los lípidos se pueden separar de las algas por trituración mecánica. Cuando las algas se secan retienen su 35 
contenido de lípidos, que luego se puede extraer por "prensado" con una prensa para aceite. Dado que las 
diferentes cepas de algas varían ampliamente en cuanto a sus atributos físicos, hay distintas configuraciones de 
prensas (tornillo, Expeller, pistón, etc.) que funcionan mejor para tipos de algas específicos. 
 
A menudo se emplea shock osmótico para liberar componentes celulares tales como lípidos de algas. El shock 40 
osmótico es una reducción repentina de la presión osmótica y puede causar la ruptura de las células en solución. 
 
La extracción ultrasónica puede acelerar los procesos de extracción, en particular los procesos de extracción 
enzimática empleados para extraer lípidos de algas. Se usan ondas ultrasónicas para crear burbujas de cavitación 
en un material solvente. Cuando estas burbujas colapsan cerca de las paredes celulares, las ondas de shock 45 
resultantes y los chorros líquidos causan la ruptura de las paredes celulares y la liberación de su contenido en un 
solvente. 
 
A menudo se usan solventes químicos (por ejemplo, hexano, benceno, éter de petróleo) en la extracción de los 
lípidos de las algas. Se puede usar extracción Soxhlet para extraer lípidos de algas por lavado repetido o 50 
percolación, con un solvente orgánico bajo reflujo en un material de vidrio especial. 
 
La extracción enzimática se puede usar para extraer lípidos de algas. La extracción enzimática emplea enzimas para 
degradar las paredes celulares con agua que actúan como solvente. La extracción enzimática puede ser sustentada 
por ultrasonicación. 55 
 
También se puede usar CO2 supercrítico como solvente. En este método, se licúa CO2 bajo presión y se calienta 
hasta el punto en que se vuelve supercrítico (con propiedades tanto de líquido como de gas), permitiendo que actúe 
como solvente. 
 60 
Procesos de fermentación para la produccion de lípidos 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término "proceso de fermentación" se refiere a cualquier proceso de 
fermentación o a cualquier proceso que comprende una etapa de fermentación. Un proceso de fermentación incluye, 
en un sentido no limitativo, los procesos de fermentación usados para producir alcoholes (por ejemplo, etanol, 65 
metanol, butanol); ácidos orgánico (por ejemplo, ácido cítrico, ácido acético, ácido itacónico, ácido láctico, ácido 
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glucónico); cetonas (por ejemplo, acetona); aminoácidos (por ejemplo, ácido glutámico); gases (por ejemplo, H2 y 
CO2); antibióticos (por ejemplo, penicilina y tetraciclina); enzimas; vitaminas (por ejemplo, riboflavina, beta-caroteno); 
y hormonas. Los procesos de fermentación también incluyen los procesos de fermentación usados en la industria de 
alcohol de consumo (por ejemplo, cerveza y vino), la industria láctea (por ejemplo, productos lácteos fermentados), 
la industria del cuero y la industria del tabaco. Los procesos de fermentación preferidos incluyen los procesos de 5 
fermentación de alcoholes, bien conocidos en la técnica. Los procesos de fermentación preferidos son procesos de 
fermentación anaeróbicos, bien conocidos en la técnica. Las células fermentadoras adecuadas, normalmente 
microorganismos, tienen la capacidad de fermentar, es decir, convertir, azúcares, tales como glucosa o maltosa, 
directa o indirectamente en el producto de fermentación deseado. Los ejemplos de microorganismos fermentadores 
incluyen organismos fúngicos, tal como levadura, preferentemente un organismo oleaginoso. Tal como se usa en el 10 
presente documento, un "organismo oleaginoso" es aquel que acumula al menos un 25 % de su peso seco como 
triglicéridos. Tal como se usa en el presente documento, una “levadura” incluye Saccharomyces spp., 
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces carlbergensis, Candida spp., Kluveromyces spp., Pichia spp., 
Hansenula spp., Trichoderma spp., Lipomyces starkey y Yarrowia lipolitica. Las levaduras preferidas incluyen 
Yarrowia lipolitica u otras levaduras oleaginosas y cepas de Saccharomyces spp. Y, en particular, Saccharomyces 15 
cerevisiae. 
 
El microorganismo transgénico preferentemente se cultiva bajo condiciones que optimizan la actividad de los genes 
de la biosíntesis de ácidos grasos y los genes de aciltransferasas. Esto conduce a la producción del mayor 
rendimiento y más económico de lípidos. En general, las condiciones de los medios que se pueden optimizar 20 
incluyen el tipo y la cantidad de fuentes de carbono, el tipo y la cantidad de fuentes de nitrógeno, la relación de 
carbono a nitrógeno, el nivel de oxígeno, la temperatura de crecimiento, pH, extensión de la fase de producción de 
biomasa, extensión de la fase de acumulación de lípidos y el momento de cosecha de las células. 
 
El medio de fermentación debe contener una fuente de carbono adecuada. Las fuentes de carbono adecuadas 25 
pueden incluir, pero en un sentido no limitativo: monosacáridos (por ejemplo, glucosa, fructosa), disacáridos (por 
ejemplo, lactosa, sacarosa), oligosacáridos, polisacáridos (por ejemplo, almidón, celulosa o mezclas de los mismos), 
alcoholes de azúcares (por ejemplo, glicerol) o mezclas de alimentaciones renovables (por ejemplo, permeato de 
suero de queso, licor de maíz macerado, molasas de remolacha, malta de cebada). Además, las fuentes de carbono 
pueden incluir alcanos, ácidos grasos, ésteres de ácidos grasos, monoglicéridos, diglicéridos, triglicéridos, 30 
fosfolípidos y diversas fuentes de ácidos grasos comerciales incluyendo aceites vegetales (por ejemplo, aceite de 
soja) y grasas animales. Además, el sustrato de carbono puede incluir sustratos de un carbono (por ejemplo, dióxido 
de carbono, metanol, formaldehído, formiato, aminas que contienen carbono) para los cuales se haya demostrado 
conversión metabólica en los intermediarios bioquímicos clave. Por ende, se contempla que la fuente de carbono 
utilizada en el presente documento invención puede abarcar una amplia variedad de sustratos que contienen 35 
carbono y solamente queda limitada por la elección del microorganismo hospedador. Aunque se espera que todos 
los sustratos de carbono mencionados previamente y las mezclas de los mismos sean adecuados en el presente 
documento invención, los sustratos de carbono preferidas son azúcares y/o ácidos grasos. Se prefiere 
especialmente la glucosa y/o los ácidos grasos que contienen entre 10-22 carbonos. 
 40 
El nitrógeno se puede suministrar de una fuente inorgánica (por ejemplo, (NH4)2SO4) u orgánico (por ejemplo, urea, 
glutamato). Además de fuentes de carbono y nitrógeno apropiados, el medio de fermentación también puede 
contener minerales, sales, cofactores, soluciones amortiguadoras, vitaminas y otros componentes adecuados 
conocidos por los expertos en la materia que son adecuados para el crecimiento del microorganismo y la promoción 
de las vías enzimáticas necesarias para la producción de lípidos. 45 
 
Un rango de pH adecuado para la fermentación comprende normalmente entre aproximadamente pH 4,0 y pH 8,0, 
en donde se prefiere entre pH 5,5 y pH 7,0 como rango para las condiciones de crecimiento iniciales. La 
fermentación se puede conducir bajo condiciones aeróbicas o anaeróbicas, siendo preferidas las condiciones 
microaeróbicas. 50 
 
Normalmente, la acumulación de niveles elevados de lípidos en las células de microorganismos oleaginosos 
requiere de un proceso de dos etapas, dado que el estado metabólico debe "equilibrarse" entre el crecimiento y la 
síntesis/almacenamiento de grasas. Por lo tanto, con mayor preferencia, es necesario un proceso de fermentación 
de dos etapas para la producción de lípidos en los microorganismos. En este enfoque, la primera etapa de la 55 
fermentación está dedicada a la generación y acumulación de masa celular y se caracteriza por un crecimiento 
celular y división celular rápidos. En la segunda etapa de la fermentación, se prefiere establecer condiciones de 
deprivación de nitrógeno en el cultivo para promover niveles elevados de acumulación de lípidos. El efecto de esta 
deprivación de nitrógeno comprende reducir la concentración efectiva de AMP en las células, reduciendo así la 
actividad de la isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD de las mitocondrias. Cuando esto sucede, se 60 
acumulará ácido cítrico y por lo tanto se forman agrupaciones abundantes de acetil-CoA en el citoplasma y se ceba 
la síntesis de ácidos grasos. Por lo tanto, esta fase se caracteriza por el cese de la división celular seguido por la 
síntesis de ácidos grasos y acumulación de TAGs. 
 
Aunque las células normalmente se cultivan a 30 °C aproximadamente, algunos estudios han mostrado una mayor 65 
síntesis de ácidos grasos insaturados a temperaturas inferiores. Sobre la base de la economía del proceso, este 
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cambio de temperatura probablemente debería tener lugar después de la primera fase de la fermentación de dos 
etapas, cuando ya se ha producido el crecimiento masivo del microorganismo. 
Se contempla que se puede aplicar varios diseños de procesos de fermentación, cuando se desea una producción 
comercial de lípidos usando los ácidos nucleicos de la presente. Por ejemplo, la producción comercial de lípidos a 
partir de un hospedador recombinante microbiano se puede efectuar mediante un proceso de fermentación por lotes, 5 
por lote alimentado o continuo. 
 
Un proceso de fermentación por lotes es un sistema cerrado en donde la composición del medio se define al 
comienzo del proceso y no se efectúan otras adiciones más allá de los requeridos para mantener el pH y el nivel de 
oxígeno durante el proceso. Por lo tanto, al comienzo del proceso de cultivo el medio es inoculado con el organismo 10 
deseado y se permite que tenga lugar el crecimiento o la actividad metabólica sin adición de otros sustratos (es 
decir, fuentes de carbono y nitrógeno) al medio. En los procesos por lotes, las composiciones de metabolitos y 
biomasa del sistema cambia constantemente hasta el momento de terminar el cultivo. En un proceso por lotes típico, 
las células pasan por una fase de retardo estático a una fase logarítmica de gran crecimiento y finalmente a una fase 
estacionaria, en donde el índice de crecimiento está disminuido o detenido. Si se dejan sin tratar, las células en la 15 
fase estacionaria finalmente morirán. Una variación del proceso por lotes estándar es el proceso por lote alimentado, 
en donde el sustrato se agrega de manera continua al fermentador durante el transcurso del proceso de 
fermentación. Un proceso por lote alimentado también es adecuado en el presente documento invención. Los 
procesos por lotes alimentados son de utilidad cuando la represión de catabolitos es adecuada para inhibir el 
metabolismo de las células o cuando fuera deseable contar con cantidades limitadas de sustrato en el medio en 20 
cualquier momento. La medición de la concentración de sustrato en los sistemas por lotes alimentados es difícil y 
por ello se puede estimar basándose en los cambios de factores mensurables tales como pH, oxígeno disuelto y la 
presión parcial de los desechos gaseosos (por ejemplo, CO2). Los métodos de cultivo por lotes y por lotes 
alimentados son comunes y bien conocidos en la técnica y se pueden consultar ejemplos de ellos en Brock, en 
Biotechnology: A Textbook of Industrial Microbiology, 2a ed., Sinauer Associates, Sunderland, Mass, (1989); o 25 
Deshpande y Mukund (1992). 
 
La producción comercial de lípidos con las células de la presente también se puede efectuar mediante un proceso 
de fermentación continuo, en donde se agrega un medio definido de manera continua a un biorreactor al mismo 
tiempo que se retira una cantidad igual de volumen de cultivo para la recuperación de producto. Los cultivos 30 
continuos generalmente conservan las células en la fase de crecimiento logarítmica a una densidad celular 
constante. Los métodos de cultivo continuos o semi-continuos permiten modular un factor o cualquier número de 
factores que afectan el crecimiento celular o la concentración del producto final. Por ejemplo, un enfoque puede 
limitar la fuente de carbono y permitir los demás parámetros para moderar el metabolismo. En otros sistemas, se 
pueden alterar numerosos factores que afectan el crecimiento de manera continua en tanto la concentración celular, 35 
medida por la turbidez del medio, se mantiene constante. Los sistemas continuos buscan mantener un crecimiento 
de estado estable y por lo tanto se debe equilibrar el índice de crecimiento celular contra la pérdida de células 
debido al medio retirado del cultivo. Los métodos para modular los nutrientes y factores de crecimiento para los 
procesos de cultivo continuos, así como técnicas para maximizar el índice de formación de producto, son bien 
conocidos en la técnica de la microbiología industrial y varios métodos se describen con detalle en Brock, supra. 40 
 
Los ácidos grasos, incluyendo los PUFA, presentes en el microorganismo hospedador se pueden encontrar como 
ácidos grasos libres o en formas esterificadas, tales como acilgliceroles, fosfolípidos, sulfolípidos o glucolípidos y se 
pueden extraer de la célula hospedadora mediante varios medios bien conocidos en la técnica. 
 45 
En general, la purificación de ácidos grasos, incluyendo PUFA, puede incluir extracción con solventes orgánicos, 
sonicación, extracción por fluidos supercríticos (por ejemplo, usando dióxido de carbono), saponificación y medios 
físicos tales como prensas o combinaciones de los mismos. De particular interés es la extracción con metanol y 
cloroformo en la presencia de agua (Bligh y Dyer, 1959). Cuando fuera deseable, se puede acidificar la capa acuosa 
para protonar los grupos de carga negativa y de esa manera incrementar el particionamiento de los productos 50 
deseados en la capa orgánica. Después de la extracción, los solventes orgánicos se pueden eliminar por 
evaporación bajo flujo de nitrógeno. Cuando se aíslan en formas conjugadas, los productos se pueden cortar 
enzimáticamente o químicamente para liberar los ácidos grasos libres o un conjugado menos complejo de interés y 
luego pueden ser sometidos a manipulaciones adicionales para producir un producto final deseado. 
Preferentemente, las formas conjugadas de los ácidos grasos se cortan con hidróxido de potasio. 55 
 
Si fuera necesaria una purificación adicional, se pueden emplear métodos estándar. Dichos métodos pueden incluir 
extracción, tratamiento con urea, cristalización fraccionada, HPLC, destilación fraccionada, cromatografía sobre gel 
de sílice, centrifugación o destilación a gran velocidad o combinaciones de estas técnicas. La protección de grupos 
reactivos, tales como grupos ácidos o alquenilo, se puede efectuar en cualquier etapa mediante técnicas conocidas 60 
(por ejemplo, alquilación, iodación). Los métodos usados incluyen metilación de los ácidos grasos para producir metil 
ésteres. De manera similar, los grupos protectores se pueden eliminar en cualquier etapa. Preferentemente, la 
purificación de las fracciones que contienen GLA, STA, ARA, DHA y EPA se puede efectuar mediante tratamiento 
con urea y/o destilación fraccionada. 
 65 
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Usos de los lípidos 
 
Los lípidos producidos mediante los métodos descritos tienen diversos usos. En algunas formas de realización, los 
lípidos se usan como aceites comestibles. En otras formas de realización, los lípidos se refinan y usan como 
lubricantes o para otros usos industriales tal como en la síntesis de plásticos. En algunas formas de realización 5 
preferidas, los lípidos se refinan para producir biodiesel. 
 
Biodiesel 
 
La producción de biodiesel o alquil ésteres, es bien conocida. Hay tres rutas básicas para producir ésteres a partir de 10 
lípidos: 1) Transesterificación catalizada por bases del lípido con alcohol; 2) Esterificación directa catalizada por 
ácidos del lípido con metanol; y 3) Conversión del lípido en ácidos grasos y luego en alquil ésteres con catalizadores 
ácidos. 
 
En algunas formas de realización preferidas, los lípidos se transesterifican para producir metil ésteres y glicerol. En 15 
algunas formas de realización preferidas, los lípidos se hacen reaccionar con un alcohol (tal como metanol o etanol) 
en la presencia de un catalizador (hidróxido de potasio o sodio) para producir alquil ésteres. Los alquil ésteres se 
pueden para biodiesel o se pueden mezclar con combustibles basados en petróleo. 
 
Alimentos 20 
 
La presente invención incluye composiciones que se pueden usar como alimentos. A los efectos de la presente 
invención, el término "alimentos" incluye cualquier alimento o preparación destinada al consumo de humanos o 
animales (incluyendo un consumo por vía enteral y/o parenteral) que cuando es ingerido por el cuerpo (1) sirve para 
nutrir o aumentar los tejidos o suministrar energía; y/o (2) mantiene, restablece o sustenta un estado nutricional o 25 
función metabólica adecuados. Los alimentos de la invención incluyen composiciones nutricionales para bebés y/o 
niños. 
 
Los alimentos de la invención comprenden, por ejemplo, una célula de la invención, una planta de la invención, la 
parte de planta de la invención, la semilla de la invención, un extracto de la invención, el producto de un método de 30 
la invención, el producto de un proceso de fermentación de la invención o una composición junto con uno o más 
vehículos adecuados. El término "vehículo" se usa en su sentido más amplio para abarcar cualquier componente 
que puede tener o no, valor nutricional. Como podrá apreciar el especialista, el vehículo debe ser adecuado para su 
uso (o usado a una concentración suficientemente baja) en un alimento de modo tal que no tenga efectos nocivos 
sobre un organismo que consume el alimento. 35 
 
El alimento de la presente invención comprende un lípido producido directa o indirectamente mediante el uso de los 
métodos, células u organismos divulgados en el presente documento. La composición se puede encontrar en la 
forma de un gel o de un líquido. Además, la composición puede incluir macronutrientes comestibles, vitaminas y/o 
minerales en las cantidades deseadas para un uso particular. Las cantidades de estos ingredientes varían 40 
dependiendo de si la composición se usará con individuos normales o si se usará con individuos que tienen 
necesidades especiales, tales como los individuos que sufren de trastornos metabólicos y semejantes. 
 
Los ejemplos de vehículos adecuados con valor nutricional incluyen, pero en un sentido no limitativo, 
macronutrientes tales como grasas comestibles, carbohidratos y proteínas. Los ejemplos de tales grasas 45 
comestibles incluyen, pero en un sentido no limitativo, aceite de coco, aceite de borraja, aceite de hongos, aceite de 
grosellas, aceite de soja y mono y diglicéridos. Los ejemplos de dichos hidratos de carbono incluyen, a modo de 
ejemplo ilustrativo, glucosa, lactosa comestible y almidón hidrolizado. Además, los ejemplos de proteínas que se 
pueden utilizar en la composición nutricional de la invención incluyen (pero en un sentido no limitativo) proteínas de 
soja, suero electrodializado, leche descremada electrodializada, suero de leche o los hidrolizados de estas 50 
proteínas. 
 
Con respecto a las vitaminas y los minerales, se puede agregar lo siguiente a las composiciones de alimento de la 
presente invención: calcio, fósforo, potasio, sodio, cloruro, magnesio, manganeso, hierro, cobre, zinc, selenio, iodo y 
las vitaminas A, E, D, C y el complejo B. También se pueden agregar otras vitaminas y minerales. 55 
 
Los componentes utilizados en las composiciones alimenticias de la presente invención pueden ser de origen 
semipurificado o purificado. Los términos semipurificado o purificado se refieren a un material que fue preparado por 
purificación de un material natural o mediante síntesis de novo. 
 60 
La composición alimenticia de la presente invención también se puede agregar a un alimento aún cuando la dieta no 
requiera de suplementos. Por ejemplo, la composición se puede agregar a un alimento de cualquier tipo, incluyendo 
(pero en un sentido no limitativo): margarina, manteca modificada, quesos, leche, yogur, chocolate, caramelos, 
refrigerios, aceites para ensalada, aceites para cocinar, grasas para cocinar, carnes, pescado y bebidas. 
 65 
El género Saccharomyces spp se usa tanto en la elaboración de cerveza como en la elaboración de vino y también 
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como une agente de horneado, en particular de pan. La levadura es uno de los constituyentes principales de los 
extractos vegetales. La levadura también se usa como un aditivo en los piensos. Resultará evidente que se pueden 
suministrar cepas de levadura modificadas que están adaptadas para sintetizar los lípidos que se describen en el 
presente documento. Estas cepas de levadura se pueden usar luego en alimentos y en la elaboración de vino y 
cerveza para proporcionar productos con un mayor contenido de lípidos. 5 
 
Además, los lípidos producidos de acuerdo con la presente invención o células hospedadoras transformadas para 
contener y expresar los genes objeto de la presente también se pueden usar como suplementos de piensos para 
alterar el tejido de un animal o la composición de ácidos grasos de la lecha para uno que fuera más deseable para 
consumo humano o animal. Los ejemplos de dichos animales incluyen ovejas, ganado, caballos y semejantes. 10 
 
Además, los alimentos de la invención se pueden usar en acuicultura para aumentar los niveles de ácidos grasos en 
los peces para consumo humano o de animales. 
 
Los alimentos preferidos de la invención son las plantas, semillas y otras partes de plantas tales como hojas, frutas y 15 
tallos que se pueden usar directamente como alimento o pienso para humanos u otros animales. Por ejemplo, los 
animales pueden pastar directamente sobre tales plantas cultivadas a campo o pueden ser alimentados con 
cantidades más medidas en una alimentación controlada. La invención incluye el uso de dichas plantas y partes de 
plantas como un alimento para aumentar los niveles de ácidos grasos poliinsaturados en humanos y otros animales. 
 20 
Composiciones 
 
En el presente documento se divulgan composiciones, en particular composiciones farmacéuticas, que comprenden 
uno o más lípidos producidos usando los métodos de la invención. 
 25 
Una composición farmacéutica puede comprender uno o más de los lípidos, en combinación con un transportador, 
adyuvante o vehículo estándar, bien conocido, no tóxico, farmacéuticamente aceptable, tal como solución 
amortiguadora fosfato salina, agua, etanol, polioles, aceites vegetales, un agente humectante o una emulsión tal 
como una emulsión de agua/aceite. La composición estar tanto en forma líquida como sólida. Por ejemplo, la 
composición puede estar en la forma de una tableta, cápsula, líquido o polvo ingerible o ungüento tópico o crema. La 30 
fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, por mantenimiento del tamaño de de partícula requerido en el 
caso de dispersiones y por 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 emulsificantes y de suspensión, agentes edulcorantes, 
agentes saborizantes y agentes aromatizantes. 35 
 
Las suspensiones pueden comprender, además del ingrediente activo, agentes de suspensión, tales como alcoholes 
isoestearílicos etoxilados, polioxietilensorbitol y ésteres de sorbitán, celulosa microcristalina, metahidróxido de 
aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto y mezclas de estas sustancias. 
 40 
Las formas de dosificación sólidas tales como tabletas y cápsulas se pueden preparar usando técnicas bien 
conocidas en la técnica. Por ejemplo, los lípidos producidos de acuerdo a la presente invención se pueden armar en 
tabletas con bases de tabletas convencionales tales como lactosa, sacarosa y almidón de maíz en combinación con 
aglutinantes tales como acacia, almidón de maíz o gelatina, agentes desintegrantes tales como almidón de patata o 
ácido algínico y un lubricante tal como ácido esteárico o estearato de magnesio. Las cápsulas se pueden preparar 45 
por incorporación de estos excipientes a una cápsula de gelatina junto con antioxidantes y el o los lípidos de interés. 
 
Para una administración intravenosa, los lípidos producidos de acuerdo con la presente invención o derivados de los 
mismos, se pueden incorporar en formulaciones comerciales. 
 50 
Una dosificación típica de un ácido graso particular comprende entre 0,1 mg y 20 g, ingeridas una a cinco veces por 
día (hasta 100 g por día) y preferentemente se encuentra en el rango de entre aproximadamente 10 mg y 
aproximadamente 1, 2, 5 o 10 g diarios (tomado en una o múltiples dosis). Según es de conocimiento en la técnica, 
resulta deseable un mínimo de aproximadamente 300 mg/día de ácidos grasos, en especial de ácidos grasos 
poliinsaturados. Sin embargo, se podrá apreciar que cualquier cantidad de ácidos grasos será beneficiosa para el 55 
sujeto. 
 
Las posibles rutas de administración de las composiciones farmacéuticas de la presente invención incluyen, por 
ejemplo, la vía enteral y parenteral. Por ejemplo, una preparación líquida se puede administrar por vía oral. Además, 
se puede dispersar por completo una mezcla homogénea en agua, mezclar bajo condiciones estériles con 60 
diluyentes, conservantes, soluciones amortiguadoras o propelentes fisiológicamente aceptables para formar un 
aerosol o inhalante. 
 
La dosificación de la composición que será administrada al sujeto puede ser determinada por el experto en la 
materia y depende de diversos factores tales como peso, edad del paciente, estado de salud general, antecedentes, 65 
estado inmune, etc del sujeto. 
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Además, las composiciones de la presente invención se pueden utilizar con fines de cosméticos. Las composiciones 
se pueden agregar a composiciones cosméticas pre-existentes de modo tal que se forma una mezcla o se puede 
usar un ácido graso producido de acuerdo con la presente invención como único ingrediente "activo" en una 
composición cosmética. 
 5 
Polipéptidos 
 
Los términos "polipéptido" y "proteína" generalmente se usan indistintamente. 
 
Un polipéptido o clase de polipéptidos se puede definir por el grado de identidad (% de identidad) de su secuencia 10 
de aminoácidos con una secuencia de aminoácidos de referencia o por tener un mayor % de identidad con una 
secuencia de aminoácidos de referencia que con otra. El % de identidad de un polipéptido con una secuencia de 
aminoácidos de referencia se determina normalmente mediante el análisis GAP (Needleman y Wunsch, 1970; 
programa GCG) con los parámetros de una penalidad por creación de hueco = 5 y una penalidad por extensión de 
hueco = 0,3. La secuencia de consulta es de al menos 100 aminoácidos de longitud y el análisis GAP alinea las dos 15 
secuencias sobre una región de al menos 100 aminoácidos. Aún más preferentemente, la secuencia de consulta es 
de al menos 250 aminoácidos de longitud y el análisis GAP alinea las dos secuencias sobre una región de al menos 
250 aminoácidos. Más preferentemente aún, el análisis GAP alinea dos secuencias sobre su longitud completa. El 
polipéptido o la clase de polipéptidos pueden tener la misma actividad enzimática o una actividad diferente o una 
falta de actividad, con respecto al polipéptido de referencia. Preferentemente, el polipéptido tiene una actividad 20 
enzimática de al menos 10 % de la actividad del polipéptido de referencia. 
 
Tal como se usa en el presente documento, un fragmento "fragmento biológicamente activo" es una porción de un 
polipéptido de la invención que mantiene una actividad definida de un polipéptido de referencia de longitud completa, 
por ejemplo, actividad MGAT. Los fragmentos biológicamente activos, Tal como se usan en el presente documento, 25 
excluyen al polipéptido de longitud completa. Los fragmentos biológicamente activos pueden ser una porción de 
cualquier tamaño, siempre que conserven la actividad definida. Preferentemente, el fragmento biológicamente activo 
conserva al menos un 10 % de la actividad del polipéptido de longitud completa. 
 
Con respecto a un polipéptido o a una enzima definida, se podrá apreciar que las cifras de % de identidad mayores 30 
que las provistas en el presente documento abarcarán formas de realización preferidas. Por consiguiente, cuando 
fuera aplicable, a la luz de las cifras mínimas de % de identidad, se prefiere que el polipéptido/enzima comprenda un 
aminoácido que es al menos un 60 %, más preferentemente al menos un 65 %, más preferentemente al menos un 
70 %, más preferentemente al menos un 75 %, más preferentemente al menos un 80 %, más preferentemente al 
menos un 85 %, más preferentemente al menos un 90 %, más preferentemente al menos un 91 %, más 35 
preferentemente al menos un 92 %, más preferentemente al menos un 93 %, más preferentemente al menos un 94 
%, más preferentemente al menos un 95 %, más preferentemente al menos un 96 %, más preferentemente al 
menos un 97 %, más preferentemente al menos un 98 %, más preferentemente al menos un 99 %, más 
preferentemente al menos un 99,1 %, más preferentemente al menos un 99,2 %, más preferentemente al menos un 
99,3 %, más preferentemente al menos un 99,4 %, más preferentemente al menos un 99,5 %, más preferentemente 40 
al menos un 99,6 %, más preferentemente al menos un 99,7 %, más preferentemente al menos un 99,8 % y aún 
más preferentemente al menos un 99,9 % idéntica al SEQ ID N° relevante nominado. 
 
Los mutantes de las secuencias de aminoácidos de los polipéptidos definidos en el presente documento se pueden 
preparar introduciendo cambios de nucleótidos apropiados en un ácido nucleico definido en el presente documento o 45 
mediante síntesis in vitro del polipéptido deseado. Tales mutantes incluyen, por ejemplo, supresiones, inserciones o 
sustituciones de restos dentro de la secuencia de aminoácidos. Se puede efectuar una combinación de supresiones, 
inserciones y sustituciones para obtener la construcción final, siempre que el producto polipeptídico final posea las 
características deseadas. 
 50 
Los polipéptidos mutantes (alterados) se pueden preparar usando cualquier técnica conocida en la técnica, por 
ejemplo, usando estrategias de evolución dirigida o de diseño racional (véase más adelante). Los productos 
derivados de ADN mutado/alterado se pueden examinar fácilmente usando las técnicas que se describen en el 
presente documento para determinar si poseen actividad aciltransferasa, por ejemplo, actividad MGAT, DGAT o 
GPAT/fosfatasa. 55 
 
Cuando se diseñan secuencias de aminoácidos mutantes, la ubicación del sitio de mutación y la naturaleza de la 
mutación dependerá de la o las características a modificar. Los sitios para la mutación se pueden modificar 
individualmente o en serie, por ejemplo, por (1) sustitución primero con las elecciones de los aminoácidos 
conservadores y luego con selecciones más radicales dependiendo de los resultados obtenidos, (2) suprimir el resto 60 
de interés o (3) insertar otros restos adyacentes al sitio ubicado. 
 
Las supresiones de secuencia de aminoácidos varían en general en un rango entre 1 y 15 restos aproximadamente, 
más preferentemente entre 1 y 10 restos aproximadamente y normalmente entre 1 y 5 restos contiguos 
aproximadamente. 65 
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En estos mutantes de sustitución se ha eliminado al menos un resto de aminoácido en el polipéptido y se ha 
insertado un resto diferente en su lugar. Los sitios de mayor interés para la mutagénesis de sustitución incluyen los 
sitios identificados como sitio(s) activo(s). Otros sitios de interés son aquellos en los cuales los restos particulares 
obtenidos de diversas cepas o especies son idénticos. Estas posiciones pueden ser importantes para la actividad 
biológica. Estos sitios, en especial los que se encuentran dentro de una secuencia de al menos tres sitios 5 
idénticamente conservados adicionales, se sustituyen preferentemente de una manera relativamente conservadora. 
Tales sustituciones conservadoras se muestran en la Tabla 1 en la columna con el encabezado de "Ejemplos de 
sustituciones". 
 
En una realización preferida, un polipéptido mutante/variante tiene solamente o no más de, uno o dos o tres o cuatro 10 
cambios de aminoácidos conservadores en comparación con un polipéptido natural. Los detalles de los cambios de 
aminoácidos conservadores se indican en la Tabla 1. Como comprenderá el especialista, tales cambios menores 
pueden ser razonablemente predichos para no alterar la actividad del polipéptido cuando se expresa en una célula 
recombinante. 
 15 

Tabla 1. Ejemplos de sustituciones. 
Resto  original  Ejemplos de sustituciones  
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 
Ser (S) thr 
Thr (T) ser 
Trp (W) tyr 
Tyr (Y) trp; phe 
Val (V) ile; leu; met; phe, ala 

 
Evolución dirigida 
 
En la evolución dirigida, se aplica mutagénesis aleatoria a una proteína y se usa un régimen de selección para 20 
escoger variantes con las cualidades deseadas, por ejemplo, una mayor actividad aciltransferasa. Además, luego se 
aplican rondas de mutación y selección. Una típica estrategia de evolución dirigida comprende tres etapas: 
 

1) Diversificación: El gen que codifica la proteína de interés es mutado y/o recombinado aleatoriamente para 
crear una gran biblioteca de variantes de genes. Se pueden construir bibliotecas de variantes genes por medio 25 
de PCR sujeto a error (véase, por ejemplo, Leung, 1989; Cadwell y Joyce, 1992), a partir de agrupaciones de 
fragmentos digeridos con DNasa I preparados con templados parentales (Stemmer, 1994a; Stemmer, 1994b; 
Crameri et al., 1998; Coco et al., 2001) a partir de oligonucleótidos degenerados (Ness et al., 2002, Coco, 2002) 
o a partir de mezclas de ambos o aún a partir de templados parentales no digeridos (Zhao et al., 1998; Eggert et 
al., 2005; Jézéquek et al., 2008) y habitualmente se ensamblan por medio de PCR. Las bibliotecas también se 30 
pueden obtener a partir de secuencias parentales recombinadas in vivo o in vitro por recombinación homóloga o 
no homóloga (Ostermeier et al., 1999; Volkov et al., 1999; Sieber et al., 2001). Las bibliotecas de variantes de 
genes también se pueden construir por subclonación de un gen de interés en un vector adecuado, transformar el 
vector en una cepa "mutator" tal como cepa XL-1 red de E. coli (Stratagene) y propagar la bacteria transformada 
por una cantidad adecuada de generaciones. Las bibliotecas de variantes de genes también se puede construir 35 
sometiendo al gen de interés a entremezclado de ADN (es decir, recombinación homóloga in vitro de 
agrupaciones de genes mutantes seleccionados por fragmentación y re-ensamblaje aleatorio) como se describe 
ampliamente en Harayama (1998). 
2) Selección: La biblioteca es evaluada por la presencia de mutantes (variantes) que posean la propiedad 
deseada usando pruebas o selección. El examen permite identificar y aislar mutantes de alto rendimiento 40 
manualmente, en tanto las selecciones automáticamente eliminan todos los mutantes no funcionales. Una 
prueba puede comprender el examen de la presencia de motivos de aminoácidos conservados conocidos. Como 
alternativa o además, una prueba puede comprender expresar el polinucleótido mutado en un organsimo 
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hospedador o una parte del mismo y evaluar el nivel de actividad aciltransferasa, por ejemplo, por cuantificación 
del nivel del producto resultante en el lípido extraído del organismo o una parte del mismo y determinar el nivel 
de producto en los lípidos extraídos del organismo o una parte del mismo, con relación a un organismo 
correspondiente o una parte del mismo que no contiene al polinucleótido mutado y, opcionalmente, expresar el 
polinucleótido parental (no mutado). Como alternativa, la prueba puede comprender alimentar el organismo o una 5 
parte del mismo, con el sustrato marcado y determinar el nivel de sustrato o producto en el organismo o una 
parte del mismo, con relación a un organismo correspondiente o una parte del mismo que no contiene al 
polinucleótido mutado y, opcionalmente, expresar el polinucleótido parental (no mutado). 
3) Amplificación: Las variantes identificadas en la selección o prueba se replican muchas veces, lo que permite 
que los investigadores puedan secuenciar su ADN con el fin de comprender las mutaciones que se produjeron. 10 

 
Conjuntamente, estas tres etapas se conocen como una "ronda" de evolución dirigida. La mayoría de los 
experimentos comprenderá más de una ronda. En estos experimentos, los "ganadores" de la ronda previa se 
diversifican en la ronda siguiente para crear una biblioteca nueva. Al final del experimento, se caracterizan todos los 
mutantes de proteínas o polinucleótidos desarrollados usando métodos bioquímicos. 15 
 
Diseño racional 
 
Se puede diseñar racionalmente una proteína, sobre la base de la información conocida acerca de la estructura y 
plegamiento de la proteína. Esto se puede lograr por diseño desde cero (diseño de novo) o por rediseño basado en 20 
andamiajes nativos (véase, por ejemplo, Hallinga, 1997; y Lu y Berry, Protein Structure Design and Engineering, 
Handbook of Proteins 2, 1153-1157 (2007)). El diseño de proteínas comprende normalmente la identificación de 
secuencias que se pliegan en una estructura dada o blanco y se puede efectuar usando modelos computarizados. 
Los algoritmos de diseño de proteínas por computadora buscan el espacio de secuencia-conformación para 
secuencias de energía baja cuando se pliegan en la estructura blanco. Los algoritmos de diseño de proteínas 25 
computacionales emplean modelos de energía de proteínas para evaluar la manera en que las mutaciones 
afectarían la estructura y función de la proteína. Estas funciones de energía incluyen normalmente una combinación 
de mecánicas moleculares, estadísticas (es decir, basado en el conocimiento previo) y otros términos empíricos. Un 
software disponible adecuado incluye IPRO (Rediseño y Optimización Interactivo de Proteínas), EGAD (un Algoritmo 
Genético para el Diseño de Proteínas), Rosetta Design, Sharpen y Abalone. 30 
 
También se incluyen en el alcance de la invención los polipéptidos definidos en el presente documento que fueron 
modificados diferencialmente durante o después de la síntesis, por ejemplo, por biotinilación, bencilación, 
glicosilación, acetilación, fosforilación, amidación, derivatización con grupos protectores/bloqueantes conocidos, 
clivaje proteolítico, unión a una molécula de anticuerpo o a otro ligando celular, etc. Estas modificaciones pueden 35 
servir para aumentar la estabilidad y/o bioactividad del polipéptido de la invención. 
 
Identificación de aciltransferasas 
 
En el presente documento se divulga método para identificar una molécula de ácido nucleico que codifica una 40 
aciltransferasa que tiene mayor capacidad para producir MAG, DAG y/o TAG en una célula. 
 
El método comprende obtener una célula que comprende una molécula de ácido nucleico que codifica una 
aciltransferasa ligada operativamente a un promotor que es activo en la célula. La molécula de ácido nucleico puede 
codificar una aciltransferasa natural tal como MGAT, GPAT y/o DGAT o uno o más mutantes de las mismas. Los 45 
mutantes se pueden modificar usando procedimientos estándar en la técnica (véase previamente) tal como mediante 
una mutagénesis aleatoria, mutagénesis dirigida o mutagénesis de saturación en genes de interés conocidos o 
sometiendo diferentes genes a entremezclado de ADN. Por ejemplo, se puede mutar y/o recombinar aleatoriamente 
un polinucleótido que comprende una secuencia seleccionada entre cualquiera de las SEQ ID NO: 1 a 44 que 
codifica una MGAT para crear una gran biblioteca de variantes de genes (mutantes) usando por ejemplo, PCR sujeto 50 
a error y/o entremezclado de ADN. Los mutantes se pueden seleccionar para realizar una investigación adicional 
sobre la base que comprenden un motivo de aminoácido conservado. Por ejemplo, en el caso de un ácido nucleico 
candidato que codifica una MGAT, un especialista puede determinar si comprende una secuencia provista en las 
SEQ ID NO: 220, 221, 222, 223 y/o 224 antes de evaluar si el ácido nucleico codifica una MGAT mutante funcional 
(por ejemplo, por transfección en una célula hospedadora, tal como una célula vegetal y evaluar la actividad 55 
aciltransferasa (es decir, MGAT) según se describe en el presente documento). Se puede usar secuenciación directa 
por PCR del ácido nucleico o un fragmento del mismo, para determinar la secuencia de nucleótidos exacta y deducir 
la secuencia de aminoácidos correspondiente y de esa manera identificar secuencias de aminoácidos conservadas. 
Se pueden usar cebadores degenerados basado en secuencias de aminoácidos conservadas para dirigir la 
amplificación por PCR. También se pueden usar cebadores degenerados como sondas en ensayos de hibridación 60 
de ADN. Como alternativa, la o las secuencias de aminoácidos conservadas se pueden detectar en ensayos de 
hibridación de proteínas que utilizan, por ejemplo, un anticuerpo que se une específicamente a las secuencias de 
aminoácidos conservadas o un sustrato que se une específicamente a las secuencias de aminoácidos conservadas 
tal como, por ejemplo, un lípido que se une a FLXLXXXN (un dominio de unión de lípidos neutro putativo; SEQ ID 
NO: 224). 65 
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La molécula de ácido nucleico puede comprender una secuencia de nucleótidos que codifica una MGAT. La 
secuencia de nucleótidos puede i) comprender una secuencia seleccionada entre cualquiera de las SEQ ID NO:1 a 
44, ii) codificar un polipéptido que comprende aminoácidos cuya secuencia se proporciona en cualquiera de las SEQ 
ID NO:45 a 82 o un fragmento biológicamente activo de la misma, iii) ser al menos un 50 % idéntica a i) o ii) o iv) 
hibridarse con cualquiera de i) a iii) en condiciones rigurosas. En una realización adicional, la molécula de ácido 5 
nucleico comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una o más secuencias de aminoácidos conservadas 
de DGAT2 y/o MGAT1/2 provistas en las SEQ ID NO:220, 221, 222, 223 y 224. En una realización preferida, la 
molécula de ácido nucleico comprende una secuencia de nucleótidos que codifica las secuencias de aminoácidos 
conservadas provistas en la SEQ ID NO:220 y/o en la SEQ ID NO:224. 
 10 
La molécula de ácido nucleico puede comprender una secuencia de nucleótidos que codifica una GPAT, 
preferentemente una GPAT con actividad fosfatasa. La secuencia de nucleótidos puede i) comprender una 
secuencia seleccionada entre cualquiera de las SEQ ID NO:84 a 141, ii) codificar un polipéptido que comprende 
aminoácidos cuya secuencia se proporciona en cualquiera de las SEQ ID NO:144 a 201 o un fragmento 
biológicamente activo de la misma, iii) ser al menos un 50 % idéntica a i) o ii) o iv) hibridarse con cualquiera de i) a 15 
iii) en condiciones rigurosas. En una realización adicional, la molécula de ácido nucleico comprende una secuencia 
de nucleótidos que codifica una o más secuencias de aminoácidos conservadas de GPAT provistas en las SEQ ID 
NO: 225, 226 y 227 o una secuencia de aminoácidos que es al menos un 50 %, preferentemente al menos un 60 %, 
más preferentemente al menos un 65 % idéntica a las mismas. 
 20 
En una realización adicional, la molécula de ácido nucleico comprende una secuencia de nucleótidos que codifica 
una DGAT2. La secuencia de nucleótidos puede i) comprender una secuencia de nucleótidos seleccionada entre 
cualquiera de las SEQ ID NO:204 a 211, ii) codificar un polipéptido que comprende aminoácidos cuya secuencia se 
proporciona en cualquiera de las SEQ ID NO:212 a 219 o un fragmento biológicamente activo de la misma, iii) ser al 
menos un 50 % idéntica a i) o ii) o iv) hibridarse con cualquiera de i) a iii) en condiciones rigurosas. En una 25 
realización preferida adicional, la DGAT2 comprende una secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 204 y/o una 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que comprende aminoácidos cuya secuencia se proporciona en 
la SEQ ID NO: 212. 
 
Se puede obtener una célula que comprende una molécula de ácido nucleico que codifica una aciltransferasa ligada 30 
operativamente a un promotor que es activo en la célula usando procedimientos estándar en la técnica tal como por 
introducción de la molécula de ácido nucleico en una célula, por ejemplo, mediante precipitación por fosfato de 
calcio, tratamiento con polietilenglicol, electroporación y combinaciones de estos tratamientos. También se pueden 
usar otros métodos de transformación de células e incluyen, pero en un sentido no limitativo, la introducción de ADN 
en plantas por transferencia o inyección directa de ADN. Las células vegetales transformadas también se pueden 35 
obtener usando transferencia mediada por Agrobacterium y los métodos de aceleración que se describen en el 
presente documento. 
 
El método comprende además determinar si el nivel de MAG, DAG y/o TAG producido en la célula está aumentado 
en comparación con una célula correspondiente que no contiene al ácido nucleico usando técnicas conocidas en la 40 
técnica, tales como los ejemplificados en el Ejemplo 1. Por ejemplo, los lípidos se pueden extraer en una solución de 
cloroformo/metanol, secar y separar por cromatografía en capa delgada (TLC). Las identidades de TAG, DAG, MAG, 
ácidos grasos libres y otros lípidos se pueden verificar usando estándares internos de lípidos después de tinción con 
vapor de iodo. Los cromatogramas resultantes se pueden analizar usando un equipo FosforImager y la cantidad de 
MAG, DAG y TAG se puede cuantificar sobre la base de la cantidad conocida de estándares internos o, como 45 
alternativa, las células pueden ser alimentados con sn-2 monooleoilglicerol[14C] o [14C]glicerol-3-fosfato y luego se 
puede cuantificar la radioactividad asociada mediante recuento de centelleo líquido (es decir, se cuantifica la 
cantidad de MAG, DAG y TAG marcados). 
 
El método comprende además identificar una molécula de ácido nucleico que codifica una aciltransferasa con mayor 50 
capacidad para producir MAG, DAG y/o TAG en una célula. En una realización preferida, la aciltransferasa cataliza 
una reacción enzimática en la vía MGAT. En una realización adicional preferida, DAG aumenta debido a la vía 
MGAT (es decir, la acilación de MAG con acil-CoA grasa está catalizada por una MGAT para formar DAG). En otra 
realización o en una forma adicional, el sustrato MAG es producido por una GPAT que también tiene actividad 
fosfatasa y/o DAG es acilado con acil-CoA grasa por una DGAT y/o una MGAT que tiene actividad DGAT para 55 
formar TAG. 
 
Ejemplos  
 
Ejemplo 1. Materiales y métodos generales  60 
 
Expresión de genes en células vegetales en un sistema de expresión transitorio 
 
Los genes se expresaron en células vegetales usando un sistema de expresión transitorio esencialmente como fue 
descrito por Voinnet et al., (2003) y Wood et al., (2009). Se introdujeron vectores binarios que contienen a la región 65 
de codificación a expresar por un fuerte promotor constitutivo e35S que contiene una región potenciadora duplicada 
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en la cepa AGL1 de Agrobacterium tumefaciens. Además se introdujo por separado el vector binario quimérico, 
35S:p19, para la expresión del supresor de silenciamiento viral p19 en AGL1, como se describe en el documento 
WO2010/057246. Las células recombinantes se cultivaron hasta la fase estacionaria a 28°C en caldo LB 
suplementado con kanamicina 50 mg/l y rifampicina 50 mg/l. Las bacterias se agruparon luego en pélets por 
centrifugación a 5000 g durante 5 min a temperatura ambiente antes de resuspenderlas hasta una DO600 = 1,0 en 5 
una infiltración solución amortiguadora que contiene MES 10 mM pH 5.7, MgCl2 10 mM y acetosiringona 100 uM. 
Las células se incubaron luego a 28°C con agitación por 3 horas después de lo cual se midió la DO600 y se agregó 
un volumen de cada cultivo, incluyendo 35S:p19, necesario para alcanzar una concentración final de DO600 = 0,125 
en un tubo limpio. El volumen final se conformó con la solución amortiguadora anterior. Luego se infiltraron hojas con 
la mezcla de cultivo y las plantas se cultivaron normalmente por otros tres a cinco días después de la infiltración 10 
antes de recuperar discos foliares para la preparación de lisados celulares purificados o para el aislamiento de 
lípidos totales. Las infiltraciones control eran con la cepa 35S:p19 solamente. 
 
Ensayo con lisados de hojas purificados 
 15 
Se molieron tejidos foliares de Nicotiana benthamiana infiltradas previamente como se describió previamente en una 
solución que contiene solución amortiguadora de fosfato de potasio 0,1 M (pH 7,2) y sacarosa 0,33 M usando un 
homogeneizador de vidrio. El homogenato de hojas se centrifugó a 20.000 g durante 45 minutos a 4 °C de spués de 
lo cual se recolectó cada sobrenadante. El contenido de proteínas en cada sobrenadante se midió de acuerdo con el 
método Bradford (1976) usando un contador multi-marca Wallac1420 y un reactivo colorante para ensayo de 20 
proteínas de Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.). Los ensayos con aciltransferasa emplearon 
100 µg de proteína de acuerdo con Cao et al., (2007) con algunas modificaciones. El medio de reacción contenía 
Tris-HCl 100 mM (pH 7,0), MgCl2 5 mM, BSA 1 mg/ml (ácidos grasos, libres), sacarosa 200 mM, oleoil-CoA frío 40 
mM, sn-2 monooleoilglicerol[14C] 16,4 µM (55 mCi/mmol, American Radiochemicals, Saint Louis, MO, EE.UU.) o 
[14C]glicerol-3-fosfato (G-3-P) sal disódica 6,0 µM (150 mCi/mmol, American Radiochemicals). Los ensayos se 25 
condujeron por 7,5, 15 o 30 minutos. 
 
Análisis de lípidos 
 
Análisis de los lípidos de los ensayos de lisados de hojas 30 
 
Los lípidos de los ensayos con lisados se extrajeron usando cloroformo:metanol:KCl 0,1 M (2:1:1) y se recuperaron. 
Las diferentes clases de lípidos presentes en las muestras se separaron sobre placas de cromatografía en capa 
delgada (TLC) de gel de sílice 60 (MERCK, Dermstadt, Alemania) impregnadas con ácido bórico 10 %. El sistema de 
solventes usado para fraccionar TAG del extracto de lípidos consistía de cloroformo/acetona (90/10 v/v). Las clases 35 
individuales de lípidos se visualizaron por exposición de las placas a vapor de iodo y se identificaron corriendo 
estándares auténticos en paralelo sobre la misma placa de TLC. Las placas se expusieron a pruebas de obtención 
de imágenes con fósforo durante la noche y se analizaron con un equipo Fosforimager Fujifilm FLA-5000 antes del 
recuento de centelleo líquido para la cuantificación del DPM. 
 40 
Aislamiento y fraccionamiento de lípidos totales 
 
Los tejidos se secaron por congelamiento, se pesaron y los lípidos totales se extrajeron como se describe en Bligh y 
Dyer (1959). Las diferentes clases de lípidos presentes en cada muestra se separaron sobre placas de TLC de gel 
de sílice 60. El sistema de solventes usado para fraccionar los lípidos neutros (NL) y los lípidos polares (PL) 45 
consistió de hexano/éter dietílico/ácido acético (70/30/1 v/v/v). Las clases individuales de lípidos se visualizaron por 
exposición de la placa a vapor de iodo y se identificaron corriendo estándares auténticos en paralelo sobre la misma 
placa de TLC. 
 
Para determinar la composición de ácidos grasos en las muestras de lípidos, se produjeron metil ésteres de ácidos 50 
grasos (FAMEs) de NL, incluyendo fracciones TAG, DAG y/o MAG y PL eliminando las correspondientes bandas de 
las placas de TLC e incubando las mismas en una solución de metanol/HCl/diclorometano (10/1/1 v/v/v) durante 2 
horas a 80°C junto con una cantidad conocida de ácido hexadecanoico como estándar interno. Los FAMEs se 
extrajeron en hexano/DCM, se concentraron hasta un volumen pequeño en hexano y se inyectaron en un 
cromatógrafo gaseoso. 55 
 
La cantidad de ácidos grasos individuales y totales (TFA) presentes en las fracciones de lípidos se cuantificó 
determinando el área bajo cada pico y se calculó por comparación con el área pico de la cantidad conocida de 
estándar interno. 
 60 
Cromatografía gas-líquido (GC) capilar 
 
Los FAME se analizaron por cromatografía de gases (GC) usando un cromatógrafo gaseoso Agilent Technologies 
6890N (Palo Alto, California, EE.UU.) equipado con una columna capilar de sílice fundida Equity™-1 (15 m x 0,1 mm 
d.i., 0,1 µm de espesor de película), FID, un inyector split/splitless y un muestreador automático e inyector Agilent 65 
Technologies 7683 Series. Se usó helio como gas transportador. Las muestras se inyectaron en la modalidad 
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splitless a una temperatura de horno de 120°C. Después de la inyección, se elevó la temperatura del horno a 270°C 
a razón de 10°C.min-1 y finalmente a 310°C a razón de 5°C.min-1. Los picos se cuantificaron con el software Agilent 
Technologies ChemStation (Rev B.03.01 (317), Palo Alto, California, EE.UU.). 
 
Ensayo con DGAT en H1246 de Saccharomyces cerevisiae 5 
 
La cepa H1246 de Saccharomyces cerevisiae carece por completo de actividad DGAT y no contiene TAG ni ésteres 
de esterol como resultado de mutaciones de noqueo en cuatro genes (DGA1, LRO1, ARE1, ARE2). La adición de 
ácidos grasos libre (por ejemplo 1 mM 18:1∆9) al medio de crecimiento de H1246 es tóxica en ausencia de actividad 
DGAT. El crecimiento sobre dicho medio se puede usar entonces como un indicador o selección de la presencia de 10 
actividad DGAT en esta cepa de levadura. 
 
Se transformó la cepa H1246 de S cerevisiae con la construcción pYES2 (control negativo), una construcción que 
codifica la DGAT1 de Arabidopsis thaliana en el pYES2 o una construcción que codifica la MGAT2 de Mus musculus 
en pYES2. Los transformantes fueron alimentados con [14C]18:1∆9 ácidos grasos libres. 15 
 
En un experimento separado, se transformó la cepa H1246 de S cerevisiae con la construcción pYES2 (control 
negativo), una construcción que codifica la DGAT1 de Bernadia pulchella en el pYES2 o una construcción que 
codifica la MGAT1 de M. musculus en el pYES2 y fue alimentada con 18:1∆9 ácidos grasos libres. La cepa S288C de 
S. cerevisiae de tipo silvestre transformada con el pYES2 sirvió como control positivo. 20 
 
Los transformantes de levadura se resuspendieron en agua mQ estéril y se diluyeron hasta una DO600 = 1. Las 
muestras se diluyeron luego en cuatro diluciones consecutivas, cada una 1/10. Se sembraron 2 µl de cada dilución 
sobre cada una de las placas (YNBD, YNBG, YNBG+FA) junto con 2 µl de agua mQ y 2 µl de una suspensión de 
células H1246 no transformadas (DO600 = 1). Las placas se incubaron durante 6 días a 30 °C antes de ca lificar el 25 
crecimiento. 
 
Medio de placas, 40 ml de medio por placa 
 
• YNBD: medio mínimo selectivo [dropout] sin uracilo y que contiene 2 % de glucosa, 0,01 % de NP40 y 100 µl de 30 

etanol. 
• YNBG: medio mínimo selectivo [dropout] sin uracilo y que contiene 2 % de galactosa, 1 % de rafinosa, 0,01 % de 

NP40 y 100 µl de etanol. 
• YNBG+FA: medio mínimo [dropout] sin uracilo y que contiene 2 % de galactosa, 1 % de rafinosa, 0,01 % de 

NP40 y C18:1∆9 1 mM disuelto en 100 µl de etanol. 35 
 
Ejemplo 2. Expresión constitutiva de una monoacilglic erol aciltransferasa en células vegetales  
 
MGAT1 
 40 
Se demostró la actividad enzimática de la monoacilglicerol aciltransferasa 1 (MGAT1) codificada por el gen de M. 
musculus (Yen et al., 2002) y de la diacilglicerol aciltransferasa (DGAT1) de A. thaliana (Bouvier-Nave et al., 2000), 
usada aquí para su comparación con la MGAT1, en tejido foliar de N. benthamiana usando un sistema de expresión 
transitorio según se describió en el Ejemplo 1. 
 45 
Se elaboró un vector denominado 35S-pORE04 por inserción de un fragmento PstI que contiene un promotor 35S en 
el sitio SfoI del vector pORE04 después de un tratamiento con la T4 ADN polimerasa para obtener extremos 
adhesivos (Coutu et al., 2007). Se sintetizó un ADN quimérico que codifica la MGAT1 de M. musculus, de codones 
optimizados para Brassica napus, mediante Geneart y se denominó 0954364_MGAT_pMA. Se elaboró un ADN 
quimérico denominado 35S:MGAT1 y que codifica la MGAT1 de M. musculus (Genbank, N° Acceso Q91ZV4) para 50 
expresión en células vegetales por inserción de la región de codificación completa de 0954364_MGAT_pMA, 
contenido en un fragmento EcoRI, en 35S-pORE04 en el sitio EcoRI. El vector que contiene a la construcción 
35S:MGAT1 se denominó pJP3184. De manera similar, se elaboró un ADN quimérico 35S:DGAT1 que codifica la 
DGAT1 de A. thaliana (Genbank, N° Acceso AAF19262) para expresión en célul as vegetales, por inserción de la 
región de codificación completa de pXZP513E, contenido en un fragmento BamHI-EcoRV, en 35S-pORE04 en el 55 
sitio BamHI-EcoRV. El vector que contiene a la construcción 35S:DGAT1 se denominó pJP2078. 
 
Los vectores quiméricos se introdujeron en la cepa AGL1 de A. tumefaciens y las células de los cultivos de la misma 
se infiltraron en tejido foliar de plantas de N. benthamiana en un cuarto de crecimiento a 24°C. Con el fin de permitir 
comparaciones directas entre muestras y para reducir la variación entre hojas, las muestras comparadas eran 60 
infiltradas de cada lado de la misma hoja. Los experimentos se condujeron por triplicado. Después de la infiltración, 
las plantas se cultivaron por otros tres días antes de recolectar discos foliares, secarlos por congelamiento y los 
lípidos que se extrajeron de las muestras se fraccionaron y cuantificaron según se describió en el Ejemplo 1. Este 
análisis reveló que los genes de MGAT1 y de DGAT1 funcionaban aumentando los niveles de aceite en las hojas de 
N. benthamiana de la siguiente manera. 65 
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El tejido foliar transformado con la construcción 35S:p19 solamente (control negativo) contenía un promedio de 4 µg 
de ácidos grasos libres (FFA) derivados de DAG/mg de peso seco de hojas y 5 µg de FFA derivados de TAG/mg de 
peso seco de hojas. El tejido foliar transformado con las construcciones 35S:p19 y 35S:DGAT1 (control para la 
expresión de DGAT1) contenía un promedio de 4 µg de FFA derivados de DAG/mg de peso seco de hojas y 22 µg 
de FFA derivados de TAG/mg de peso seco de hojas. El tejido foliar transformado con las construcciones 35S:p19 y 5 
35S:MGAT1 contenía un promedio de 8 µg de FFA derivados de DAG/mg de peso seco de hojas y 44 µg de FFA 
derivados de TAG/mg de peso seco de hojas. El tejido foliar transformado con las construcciones 35S:p19, 
35S:DGAT1 y 35S:MGAT1 no contenía niveles de DAG o de TAG mayores que los observados en la infiltración con 
35S:p19 y 35S:MGAT1 (Figura 2). Además, se notó una disminución en el nivel de saturados en semillas después 
de la expresión de MGAT en comparación con ya sea el control p19 o las muestras DGAT1 (Tabla 2). 10 
 
Los datos descritos previamente demostraban que la enzima MGAT1 era mucho más activa que la enzima DGAT1 
en la promoción de la acumulación de ambos DAG y TAG en el tejido foliar. La expresión del gen de MGAT1 dio 
como resultado el doble de acumulación de DAG y TAG en el tejido foliar en comparación con la expresión de 
DGAT1. Este resultado era muy sorprendente e inesperado, considerando que la MGAT es una enzima que se 15 
expresa en intestino de ratón, un sistema biológico muy diferente de las hojas vegetales. Este estudio era la primera 
demostración de expresión ectópica de MGAT en una célula vegetal. 
 
Las muestras de hoja infiltradas con MGAT1 de M. musculus acumularon el doble de DAG y TAG con relación al 
tejido foliar infiltrado solamente con la DGAT1 de A. thaliana. La eficiencia de la producción de TAG también fue 20 
sorprendente e inesperado dado que la MGAT de ratón sólo tiene una actividad muy baja como DGAT. El tejido 
foliar infiltrado con genes que codifican ambas MGAT1 y DGAT1 no acumularon significativamente más TAG que la 
muestra de hojas de MGAT1 solamente. La Figura 1 es una representación de diversas vías de acumulación de 
TAG, la mayoría de las cuales convergen en DAG, una molécula central en la síntesis de lípidos. Por ejemplo, MAG, 
DAG y TAG se pueden interconvertir a través de diversas actividades enzimáticas incluyendo transacilación, lipasa, 25 
MGAT, DGAT y PDAT. Se notó asimismo una disminución en el nivel de saturados después de la expresión de 
MGAT. 
 
MGAT2 
 30 
Se elaboró un ADN quimérico denominado 35S:MGAT2 y que codifica la MGAT2 de M. musculus para expresión en 
células vegetales por inserción de la región de codificación completa de MGAT2, contenido en un fragmento EcoRI, 
en 35S-pORE04 en el sitio EcoRI. La actividad enzimática de la monoacilglicerol aciltransferasa 2 (MGAT2) 
codificada por el gen de M. musculus (Yen, 2003) (Genbank, N° Acceso Q80W94) y DGAT1 de A. thaliana (Bouvier-
Nave et al., 2000), usada aquí para su comparación con la MGAT2, se demostró también en tejido foliar de N. 35 
benthamiana usando un sistema de expresión transitorio según se describió en el Ejemplo 1. 
 
En comparación con los controles, la expresión de DGAT1 incremento el TAG en hojas en 5,9 veces, la MGAT2 en 
7,3 veces y la combinación de MGAT2+DGAT1 en 9,8 veces (Figura 3). La capacidad de la MGAT2 sola para 
obtener tales incrementos significativos en TAG era inesperada por numerosas razones. En primer lugar, se sabe 40 
que la cantidad de sustrato MAG presente en el tejido foliar es baja y no serían esperables grandes incrementos en 
la acumulación de TAG de este sustrato. En segundo lugar, se esperaría que la adición de actividad MGAT 
solamente (es decir, adición de MGAT2 sin actividad DGAT) solamente diera como resultado DAG, no TAG, en 
especial en un entorno foliar donde habitualmente hay poca actividad DGAT nativa. 
 45 
Discusión 
 
Los inventores de la presente han demostrado sorprendentemente que la expresión transgénica de un gen MGAT da 
como resultado incrementos significativos en el rendimiento de lípidos en células vegetales. Los inventores de la 
presente entienden que Tumaney et al. Han aislado una DGAT con alguna actividad MGAT y que no tuvieron éxito 50 
en sus intentos por clonar un gen que codificara una MGAT según se define en el presente documento. Tumaney et 
al., (2001), informaron actividad MGAT en cacahuete y aislaron una enzima responsable de esta actividad. Sin 
embargo, Tumaney et al. no publicaron los resultados de las pruebas de actividad DGAT y por ello parece que la 
enzima informada era una DGAT con alguna actividad MGAT. Aún más, en trabajos anteriores no se pudo identificar 
ninguna actividad MGAT en otras especies (Stobart et al., 1997). Además, era sorprendente que la enzima aislada 55 
por Tumaney et al. era una enzima soluble, citosólica, en lugar de una enzima unida a membrana. Finalmente, 
aunque más tarde Tumaney et al. publicaron resúmenes sosteniendo que habían aislado genes MGAT de cacahuete 
(Rajasekharan et al., 2006) y de Arabidopsis (Ghosh et al., 2006), nunca se publicaron artículos que describieran el 
aislamiento de estos genes. 
 60 
Ejemplo 3. Demostración bioquímica de la actividad M GAT transgénica en extractos de hojas  
 
Se obtuvieron lisados celulares de tejido foliar de N. benthamiana que había sido infiltrado con 35S:MGAT1, 
35S:MGAT2 y 35S:DGAT1, según se describió en el Ejemplo 1. Se condujeron infiltraciones separadas de hojas, 
cada una por triplicado, para cepas que solamente contienen la construcción 35S:p19 (control negativo), la cepa 65 
35S:MGAT2 junto con la cepa 35S:p19 y una mezcla de las cepas 35S:MGAT2 y 35S:DGAT1 de Agrobacterium con 
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la cepa 35S:p19. Se cosecharon muestras por triplicado después de tres días y se preparó un lisado celular 
purificado preparado lisis mecánica del tejido y centrifugación. Las actividades MGAT de los lisados celulares 
purificados se compararon alimentándolos con [14C]MAG según se describió en el Ejemplo 1. Los datos se muestran 
en la Figura 4. 
 5 
Se observó poca actividad MGAT en la muestra control 35S:p19, dado que la mayor parte de la radioactividad 
permanecía en MAG durante todo el ensayo. Por el contrario, la mayoría del MAG marcado en la muestra 
35S:MGAT2 era convertido rápidamente en DAG (Figura 4, panel central), lo cual era indicativo de una fuerte 
actividad MGAT expresada por la construcción 35S:MGAT2. Además, también se produjo una cantidad significativa 
de TAG. La producción de TAG observada en la muestra 35S:MGAT2 probablemente se debía a la actividad DGAT 10 
nativa de N. benthamiana o era producido por otra ruta de síntesis de TAG. La cantidad de TAG producida 
aumentaba mucho con la adición de 35S:DGAT1 (Figura 4, panel derecho), lo cual indica que la enzima MGAT2 
produjo DAG que era accesible para su conversión en TAG por la DGAT1 en tejidos vegetales vegetativos. 
 
Ejemplo 4. Demostración bioquímica de la producción de MAG accesible para MGAT en extractos de hojas  15 
 
En los ensayos in vitro que se describen en el Ejemplo 3 usando lisados de hojas, los sustratos (sn-2 MAG y oleoil-
CoA) eran suministrados exógenamente, en tanto la actividad MGAT in vivo en tejidos vegetales intactos requerirán 
la presencia nativa de estos sustratos. La presencia de niveles bajos de MAG en diversos tejidos vegetales ya fue 
descrita previamente (Hirayama y Hujii, 1965; Panekina et al., 1978; Lakshminarayana et al., 1984; Perry & 20 
Harwood, 1993). Para evaluar si la MGAT2 tenía acceso al MAG producido por las vías nativas de las plantas, se 
repitió el experimento anterior pero esta vez se alimentó [14C]G-3-P a los lisados. Los datos resultantes se muestran 
esquemáticamente en la Figura 5. 
 
Se observó producción de MAG marcado en todas las muestras, lo cual indica la producción de novo de MAG a 25 
partir de G-3-P en los lisados de hojas. También se observaron los productos marcados, DAG y TAG, en todas las 
muestras aunque eran relativamente bajos en la muestra control 35S:p19, lo cual indica que la producción de estos 
lípidos neutros por la vía de Kennedy endógena era relativamente baja en esta muestra. Por el contrario, la mayor 
parte de la marca en las muestras de MGAT2 y MGAT2 + DGAT1 apareció en las agrupaciones de DAG y TAG, lo 
cual indica que la MGAT agregada exógenamente catalizaba la conversión del MAG producido a partir del G-3-P 30 
marcado por una vía nativa de la planta. 
 
Los ejemplos 2 a 4 demuestran diversos puntos clave: 1) El tejido foliar puede sintetizar MAG a partir de G-3-P de 
manera tal que el MAG es accesible para una MGAT exógena expresada en el tejido foliar; 2) Aún una MGAT que 
deriva de intestino de mamífero puede funcionar en tejidos vegetales, en los cuales no habría una MGAT endógena, 35 
lo que requiere de una interacción exitosa con otros factores de plantas relacionados con la síntesis de lípidos; 3) El 
DAG producido por la actividad MGAT exógena se encuentra accesible para una DGAT vegetal o una DGAT 
exógena, para producir TAG; y 4) la expresión de una MGAT exógeno puede dar niveles muy aumentados de TAG 
en tejidos vegetales, siendo dichos niveles al menos tan elevados como los obtenidos con la expresión de la DGAT1 
exógena de A. thaliana. 40 
 
Ejemplo 5. Expresión de DGAT1, MGAT1 y MGAT2 en levad ura  
 
Se construyeron vectores de expresión quiméricos de levadura por inserción de genes que codifican la DGAT1 de A. 
thaliana, MGAT1 de M. musculus y MGAT2 de M. musculus en el vector pYES2 para obtener pYES2:DGAT1, 45 
pYES2:MGAT1 y pYES2:MGAT2. Estas construcciones fueron transformadas en la cepa H1246 de Saccharomyces 
cerevisiae que carece por completo de actividad DGAT y no contiene TAG ni ésteres de esterol como resultado de 
mutaciones de noqueo en cuatro genes (DGA1, LRO1, ARE1, ARE2). La cepa H1246 de levadura tiene la capacidad 
para sintetizar DAG a partir de ácidos grasos agregados exógenamente, pero no puede convertir el DAG en TAG 
debido a las mutaciones de noqueo. Los cultivos de levadura transformados fueron alimentados con [14C]18:1∆9 50 
antes que se extrajeran y fraccionaran los lípidos totales por TLC según se describió en el Ejemplo 1. En la Figura 6 
se muestra un autorradiograma de una placa de TLC representativa. 
 
Se observó formación de TAG, indicativo de la presencia de actividad DGAT, en las células de levadura que 
contienen DGAT1 (control positivo) y la MGAT1 de mamífero, pero no en las células que contienen a la MGAT2. Se 55 
concluyó que la MGAT1 de ratón también tenía actividad DGAT en células de levadura y por ello funcionaba como 
una enzima de función doble MGAT/DGAT, en tanto MGAT2 no presentaba una actividad DGAT detectable y por 
ello solamente era una MGAT. 
 
Ejemplo 6. Expresión de una monoacilglicerol aciltran sferasa en plantas, semillas y hongos  60 
 
Expresión de MGAT1 en semillas de Arabidopsis thaliana 
 
Se usó un gen que codifica MGAT1 M. musculus y se encuentra bajo el control de un promotor específico de 
semillas (FP1, un promotor de napina truncado de Brassica napus) para generar plantas y semillas de la progenie 65 
transformadas de forma estable de A. thaliana. El vector denominado pJP3174 se obtuvo por inserción de un 
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fragmento SalI que contiene un sitio EcoRI flanqueado por el promotor FP1 y la señal de poliadenilación de lectina 
de Glycine max en el sitio SalI-XhoI del vector pCW141. El vector pCW141 también contenía un GFP dirigido por 
FP1, interrumpido por intrón, secretado por semillas como gen marcador rastreable. El gen quimérico denominado 
FP1:MGAT1-GFP se obtuvo por inserción de la región de codificación completa de la construcción 
0954364_MGAT_pMA, contenida en un fragmento EcoRI, en el pJP3174 en el sitio EcoRI, generando así el 5 
pJP3179. Este vector quimérico se introdujo en la cepa AGL1 de A. tumefaciens y las células del cultivo del 
Agrobacterium transformado se usó para tratar plantas de A. thaliana (ecotipo Columbia) usando el método de 
inmersión floral para la transformación (Clough y Bent, 1998). Después de la maduración, las semillas de las plantas 
tratadas se visualizaron bajo un microscopio de disección Leica MZFLIII y una lámpara de mercurio 100 ebq. Se 
aislaron quince semillas transgénicas (fuertemente GFP-positivas) y quince semillas no transgénicas (GFP-10 
negativas) y se agrupó cada conjunto. Las agrupaciones GFP-positivas y GFP-negativas se analizaron por su 
contenido total de ácidos grasos según se describió en el Ejemplo 1. Este análisis proporcionó el contenido 
promedio y la composición de ácidos grasos para semillas transformadas con la construcción MGAT, pero en una 
población que puede haber contenido semillas transformadas hemicigotas y homocigotas. 
 15 
Este análisis reveló que el gen MGAT1 funcionaba aumentando los niveles de aceite de semillas en semillas de A. 
thaliana, donde las quince semillas no transgénicas (control, igual que el tipo silvestre) contienen un promedio de 
69,4 µg de ácidos grasos totales en tanto las quince semillas transgénicas transformadas con el gen GFP y por ello 
era probable que contuvieran a la construcción genética FP1:MGAT1, contenían un promedio de 71,9 µg de ácidos 
grasos totales. Esto representaba un aumento del 3,5 % en el contenido de aceite con relación al control (tipo 20 
silvestre). El análisis también reveló que el gen MGAT enriquecía las semillas en ácidos grasos poliinsaturados, 
como se puede ver por la composición de ácidos grasos de los lípidos totales extraídos obtenidos a partir de las 
semillas. En particular, la cantidad de ALA presentes como un porcentaje de los ácidos grasos totales extraídos de 
las semillas aumentó del 16,0 % al 19,6 %. De manera similar, el porcentaje de los ácidos grasos 20:2n6 aumentó 
del 1,25 % al 1,90 % y los ácidos grasos 20:3n3 aumentó del 0,26 % al 0,51 % (Tabla 2). 25 
 

Tabla 2.  Efecto de la expresión de MGAT sobre la composición de ácidos grasos de semillas. 

Perfil de FA (% de TFA)  
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Total  
Control  1,86 17,95 1.74 1,25 0,26 0,57 0,98 0,20 0,17 100,00 
MGAT1 1,90 17,22 1.71 1,90 0,51 0,57 1,52 0,19 0,17 100,00 

 
Se condujo un experimento adicional, en donde se modificó el ADN quimérico FP1:MGAT1-GFP para eliminar el gen 
GFP. Esta construcción genética, denominado FP1:MGAT1, se transformó en una línea de A. thaliana que era 30 
mutante para FAD2. Se determinó el contenido total de ácidos grasos de semillas de T2 de plantas T1 resistentes a 
antibióticos, así como líneas parentales cultivadas junto con estas plantas, de acuerdo con el Ejemplo 1. Los datos 
se muestran en la Tabla 3. El promedio de ácidos grasos totales de semillas de las líneas control era de 347,9 
µg/100 semillas en tanto el promedio en semillas transgénicas era de 381,0 µg/100 semillas. Cuando se excluyeron 
los datos para la línea control C6 para determinar el promedio, el promedio para los controles era de 370 µg/100 35 
semillas. El contenido de aceite en las semillas transgénicas representaba un aumento de aproximadamente un 3 % 
en términos relativos en comparación con el contenido de aceite en las semillas no transformadas. 
 
La región de codificación del gen MGAT2 de ratón, de codones optimizados para la expresión en células vegetales, 
se sustituye por la MGAT1 en las construcciones mencionadas previamente y se introducen en Arabidopsis. Las 40 
semillas de las plantas transgénicas resultantes presentan un contenido de aceite aumentado. 
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Expresión de MGAT1 en semillas de Brassica napus 
 
Se usó el vector FP1:MGAT1 usado para la expresión de MGAT1 de M. musculus en semillas de Arabidopsis 
thaliana para generar plantas transformadas de B. napus. El vector se introdujo en la cepa AGL1 de A. tumefaciens 
mediante procedimientos estándar de electroporación. Los cultivos se dejaron crecer durante la noche a 28°C en 5 
medio LB con agitación a 150 rpm. Las células bacterianas se recolectaron por centrifugación a 4000 rpm durante 5 
minutos, se lavaron con medio AB de Winans (Winans, 1988) y se resuspendieron en 10 ml de medio AB de Winans 
(pH 5,2) y se cultivaron con kanamicina (50 mg/l) y rifampicina (25 mg/l) durante la noche con la adición de 
acetosiringona 100 µM. Dos horas antes de la infección de las células de Brassica, se agregó espermidina (120 
mg/l) y se ajustó la densidad final de las bacterias hasta una DO 600nm de 0,3-0,4 con medio AB fresco. Se 10 
infectaron pecíolos de cotiledones recién aislados de plántulas de 8 día de vida de B. napus cultivadas sobre medio 
1/2 MS (Murashige-Skoog, 1962) o segmentos de hipocotilo preacondicionado por 3-4 días sobre medio MS con 
tidiazurón (TDZ) 1 mg/l + ácido alfa-naftalenacético (NAA) 0,1 mg/l con 10 ml de cultivos de Agrobacterium durante 5 
minutos. Los explantes (pecíolo de cotiledón e hipocotilo) infectados con Agrobacterium fueron transferidos luego 
sobre papel de filtro estéril para eliminar el exceso de Agrobacterium y luego fueron transferidos a medio de co-15 
cultivo (medio MS con TDZ 1 mg/l + NAA 0,1 mg/l + acetosiringona 100 µM) suplementado con o sin diferentes 
antioxidantes (L-cisteína 50 mg/l y ácido ascórbico 15 mg/l). Todas las placas se sellaron con Parafilm y se 
incubaron en oscuridad a 23-24 °C durante 48 horas. 
 
Los explantes cocultivados (pecíolo de cotiledón e hipocotilo) se lavaron luego con agua destilada estéril + 20 
cefotaxime 500 mg/l + timentina 50 mg/l durante 10 minutos, se lavaron en agua destilada estéril durante 10 minutos, 
se secaron sobre papel de filtro estéril, se transfirieron a medio de preselección (MS + TDZ 1 mg/l + NAA 0,1 mg/l + 
sulfato de adenina (ADS) 20 mg/l + AgNO3 1,5 mg/l + cefotaxime 250 mg/l y timentina 50 mg/l) y se cultivaron por 
cinco días a 24°C con un fotoperíodo de 16 horas/8 horas. Después fueron transferidos a medio de selección (MS + 
TDZ 1 mg/l + NAA 0,1 mg/l + ADS 20 mg/l + AgNO3 1,5 mg/l + cefotaxime 250 mg/l y timentina 50 mg/l) con 25 
glufosinato de amonio 1,5 mg/l y se cultivaron durante 4 semanas a 24°C con un fotoperíodo de 16 horas/8 horas, 
con un subcultivo bisemanal sobre el mismo medio. Los explantes con callos verdes fueron transferidos a medio de 
inicio de brotes (MS + kinetina 1 mg/l + ADS 20 mg/l + AgNO3 1,5 mg/l + cefotaxime 250 mg/l + timentina 50 mg/l + 
glufosinato de amonio 1,5 mg/l) y se cultivaron durante otras 2-3 semanas. Los brotes que emergieron de los 
explantes resistentes fueron transferidos a medio de elongación de brote (medio MS con ácido giberélico 0,1 mg/l + 30 
ADS 20 mg/l + AgNO3 1,5 mg/l + ceftoxime 250 mg/l + glufosinato de amonio 1,5 mg/l y se cultivaron durante otras 
dos semanas. Se seleccionaron brotes saludables de 2-3 cm de longitud y se transfirieron a medio de enraizamiento 
(1/2 MS con NAA 1 mg/l + ADS 20 mg/l + AgNO3 1,5 mg/l + cefotaxime 250 mg/l) y se cultivaron durante 2-3 
semanas. Los brotes con raíces bien establecidos fueron transferidos a macetas (mezcla para plántulas) y se 
cultivaron en un gabinete de crecimiento durante dos semanas y a continuación fueron transferidos a invernadero. 35 
Se confirmó que dieciséis transformantes individuales eran transgénicos para la construcción FP1:MGAT1 y 
crecieron normalmente bajo las condiciones de invernadero. El crecimiento aparentemente era normal y las plantas 
eran fértiles, florecían y establecían semillas normalmente. Las plantas se cultivaron hasta la madurez, se 
cosecharon las semillas obtenidas de las plantas transformadas y luego eran analizadas por el contenido de aceite 
de semillas y la composición de ácidos grasos. La expresión específica de semillas de MGAT1 aumenta el contenido 40 
de aceite y aumenta el porcentaje de ácidos grasos poliinsaturados en el aceite de semillas de Brassica. 
 
La región de codificación del gen MGAT2 de ratón, de codones optimizados para la expresión en células vegetales, 
se sustituye por la MGAT1 en las construcciones mencionadas previamente y se introducen en Brassica. Las 
semillas de las plantas transgénicas resultantes presentan un contenido de aceite aumentado. 45 
 
Expresión de MGAT1 en semillas de Gossypium hirsutum 
 
Se usó el mismo gen quimérico específico de semillas usado para la expresión de MGAT1 de M. musculus en 
semillas de Arabidopsis thaliana para generar plantas transformadas de Gossypium hirsutum. El vector denominado 50 
FP1:MGAT1 se introdujo en la cepa AGL1 de A. tumefaciens mediante procedimientos estándar de electroporación y 
las células del cultivo de Agrobacterium se usaron para introducir los ADN quiméricos en las células de Gossypium 
hirsutum, variedad Coker315. Se usaron cotiledones recortados de plántulas de algodón de 10 días de vida como 
explantes y se infectaron y se cocultivaron con A. tumefaciens por un período de dos días. Esto fue seguido por una 
selección de seis semanas sobre medio MS (Murashige y Skoog, 1962) que contiene 2,4-D 0,1 mg/l, kinetina 0,1 55 
mg/l, sulfato de kanamicina 50 mg/l y cefotaxime 25 mg/l. Se transfirieron callos saludables derivados de los 
explantes de cotiledones a medio MS que contiene 6-(γ,γ-dimetilalilamino)purina (2ip) 5 mg/l, ácido naftalenacético 
(NAA) 0,1 mg/l, kanamicina 25 mg/l y cefotaxime 250 mg/l por un segundo período de seis semanas a 28 °C.  Los 
embriones somáticos formados después de aproximadamente seis a diez semanas de incubación se hicieron 
germinar y se mantuvieron sobre el mismo medio, pero sin adición de fitohormona o antibióticos. Las plántulas 60 
desarrolladas a partir de los embriones somáticos fueron transferidas a tierra y se mantuvieron en invernadero una 
vez que se habían desarrollado hojas y raíces, a una temperatura de crecimiento de 28 °C/20 °C (día/no che). Las 
plantas transgénicas que contienen a la construcción FP1-MGAT1 se cultivaron en invernadero, florecieron y 
produjeron copos que contienen semillas. Las semillas se cosechan al alcanzar la madurez. La expresión específica 
de semillas de MGAT1 aumenta el contenido de aceite y aumenta el porcentaje de ácidos grasos poliinsaturados en 65 
el aceite de semillas de algodón. 
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Expresión de genes de MGAT1 y MGAT2 en plantas de N. benthamiana después de una transformación estable 
 
Se transformó N. benthamiana de forma estable con la construcción 35S:MGAT1 descrita en el Ejemplo 2. Se 
introdujo 35S:MGAT1 en la cepa AGL1 de A. tumefaciens mediante un procedimiento estándar de electroporación. 
Las células transformadas se cultivaron sobre medio LB sólido suplementado con kanamicina (50 mg/l) y rifampicina 5 
(25 mg/l) y se incubaron a 28 °C por dos días. Se us ó una sola colonia para iniciar cultivos frescos. Después de 48 
horas de cultivo vigoroso, las células se recolectaron por centrifugación a 2.000x g y se eliminó el sobrenadante. Las 
células se resuspendieron en solución fresca que contiene 50 % de medio LB y 50 % de medio MS a una densidad 
DO600 = 0,5. 
 10 
Se recortaron muestras de hojas de N. benthamiana cultivada in vitro y se cortaron en secciones cuadradas de 0,5-1 
cm2 aproximadamente con un bisturí filoso mientras estaban sumergidas en la solución de A. tumefaciens. Los 
trozos de hoja lesionados de N. benthamiana sumergidos en A. tumefaciens se dejaron en reposo a temperatura 
ambiente durante 10 minutos antes de secarlos sobre un papel de filtro estéril y luego se transfirieron sobre placas 
MS sin suplemento. Después de un período de co-cultivo de dos días a 24°C, los explantes se lavaron tres veces 15 
con medio MS líquido, estéril, luego se secaron con papel de filtro estéril y se colocaron sobre el agar MS selectivo 
suplementado con bencilaminopurina (BAP) 1,0 mg/l, ácido indolacético (IAA) 0,25 mg/l, kanamicina 50 mg/l y 
cefotaxime 250 mg/l. Las placas se incubaron a 24°C por dos semanas para permitir el desarrollo de brote a partir de 
los trozos de hoja transformadas de N. benthamiana. 
 20 
Para establecer plantas transgénicas con raíces in vitro, se recortaron brotes verdes saludables y se transfirieron a 
recipientes para cultivo tisular de 200 ml que contienen medio de agar MS suplementado con IAA 25 µg/l, 
kanamicina 50 mg/l y cefotaxime 250 mg/l. Se tomaron discos foliares suficientemente grandes de los brotes 
transgénicos y se secaron por congelamiento para el fraccionamiento de TAG y el análisis de cuantificación según 
se describió en el Ejemplo 1 (Tabla 4). La mejor planta 35S:MGAT1 de N. benthamiana tenía un contenido de TAG 25 
de 204,85 µg/100 mg de peso seco de tejido foliar en comparación con un contenido promedio de TAG de 85,02 
µg/100 mg de peso seco de tejido foliar en las líneas control, lo que representa un aumento en el contenido de TAG 
del 241 %. 
 
N. benthamiana también se transformó de forma estable con la construcción 35S:MGAT2 que se describió en el 30 
Ejemplo 2 y un vector binario control pORE4 (Tabla 5). La mejor planta 35S:MGAT2 de N. benthamiana tenía un 
contenido de TAG de 79,0 µg/100 mg de peso seco de tejido foliar en comparación con un contenido de TAG de 9,5 
µg/100 mg de peso seco de tejido foliar en la línea control, lo que representa un aumento en el contenido de TAG del 
731 %. El perfil de ácidos grasos de las fracciones de TAG también estaba alterado con niveles significativamente 
reducidos de los ácidos grasos saturados 16:0 y 18:0 y niveles aumentados de ácidos grasos poliinsaturados, en 35 
particular 18:3ω3 (ALA) (Tabla 5). El perfil de ácidos grasos de los lípidos polares las mismas muestras de hojas no 
se vieron significativamente afectadas, lo cual indica que los cambios en la composición de ácidos grasos de los 
lípidos no polares era real. Las plantas control en este experimento eran más pequeñas y fisiológicamente diferentes 
que en el experimento previo con la construcción 35S:MGAT1 y esto podría explicar el contenido diferente de 
aceites de las plantas control entre un experimento y otro. Los experimentos para comparar directamente las 40 
construcciones 35S:MGAT1 y 35:MGAT2 con las plantas control se condujeron usando plantas del mismo tamaño y 
fisiología. 
 
Se obtuvo un nuevo juego de vectores de expresión binarios constitutivos usando un promotor 35S con una región 
potenciadora duplicada (e35S). Las construcciones 35S:MGAT1#2 (pJP3346), 35S:MGAT2#2 (pJP3347) y 45 
35S:DGAT1#2 (pJP3352) se obtuvieron clonando primero el promotor e35S, contenido dentro de un fragmento 
BamHI-EcoRI, en el pORE04 en los sitios BamHI-EcoRI para obtener el pJP3343. Los plásmidos pJP3346 y 
pJP3347 se produjeron luego por clonación de los genes MGAT1 y MGAT2, respectivamente, en el sitio EcoRI del 
pJP3343. El pJP3352 se produjo por clonación de DGAT1 de A. thaliana, contenido en un sitio XhoI-AsiSI, en los 
sitios XhoI-AsiSI del pJP3343. 50 
 
Se usaron los plásmidos pJP3346, pJP3347 y pJP3352 en la cepa AGL1 de Agrobacterium para transformar N. 
benthamiana como se describió previamente. Se recuperaron catorce plantas transgénicas confirmadas para 
pJP3346 y 22 para pJP3347. Se había generado un número de brotes transformados resistentes a kanamicina con 
el pJP3352. El análisis de la expresión de los transgenes se condujo en plantas transformadas con MGAT1 o 55 
MGAT2. Se seleccionaron las plantas con niveles elevados de expresión. Se efectúa un análisis de la expresión en 
plantas transformadas con DGAT1 de A. thaliana. Las plantas crecen normalmente y se dejan crecer hasta alcanzar 
la madurez. Las semillas se cosechan cuando están maduras. Las semillas de la progenie de gran expresión se 
siembran directamente en tierra para el análisis de lípidos de la población segregante T2, que incluye plantas 
homocigotas y heterocigotas. El contenido de aceite en las hojas de plantas que expresan niveles elevados de 60 
MGAT1 o MGAT2 es significativamente mayor en comparación con las plantas transformadas con DGAT1 de A. 
thaliana o las plantas control. 
 
También se usó pJP3346, pJP3347 y un vector control en AGL1 para transformar A. thaliana como se describió 
previamente. Se identificaron veinticinco plantas transgénicas T2 confirmadas que comprenden al ADN-T del 65 
pJP3346 y 43 plantas transgénicas para pJP3347. El análisis de la expresión se efectúa en las plantas transgénicas. 
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Se cosechan las semillas de la progenie de gran expresión y se siembran directamente en tierra. Se efectúa un 
análisis de lípido incluyendo contenido el de aceite de las hojas de la progenie T2 y T3, incluyendo de los 
segregantes que no contienen a los transgenes. Los mayores niveles de TAG se obtienen en las plantas que son 
homocigotas para los transgenes MGAT. 
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Expresión de MGAT1 en plantas de Trifolium repens transformadas de forma estable 
 
Se usó un gen quimérico que codifica MGAT1 de M. musculus para transformar Trifolium repens, otra planta 
dicotiledónea. Los vectores que contienen los genes quiméricos 35S:MGAT1 y 35S:DGAT1 se introdujeron en A. 
tumefaciens por medio de un procedimiento de electroporación estándar. Ambos vectores también contienen un gen 5 
marcador de selección 35S:BAR. Las células transformadas de Agrobacterium se cultivaron sobre medio LB sólido 
suplementado con kanamicina (50 mg/l) y rifampicina (25 mg/l) y se incubaron a 28 °C por dos días. Se usó una sola 
colonia para iniciar un cultivo fresco para cada construcción. Después de 48 horas de cultivo vigoroso, los cultivos de 
Agrobacterium se usaron para tratar cotiledones de T. repens (cv. Haifa) que habían sido disecadas de semillas 
embebidas como se describe en Larkin et al. (1996). Después de tres días de co-cultivo, los explantes fueron 10 
expuestos a PPT 5 mg/l para seleccionar los brotes transformados y luego fueron transferidos a medio de 
enraizamiento para formar raíces, antes de su transferencia a tierra. Se obtuvo una planta transformada que 
contiene MGAT1. El promotor 35S se expresa de manera constitutiva en las células de las plantas transformadas. El 
contenido de aceite está aumentado al menos en los tejidos vegetativos, tales como hojas. 
 15 
Expresión de MGAT en Hordeum vulgare transformada de forma estable 
 
Se usó un vector quimérico que incluye MGAT1 de M. musculus para producir Hordeum vulgare, una planta 
monocotiledónea, transformada de forma estable. Los vectores que contienen a los genes quiméricos Ubi:MGAT1 y 
Ubi:DGAT1 se construyeron por clonación por separado de las regiones de codificación completas de MGAT1 de M. 20 
musculus y DGAT1 de A. thaliana en el pWVEC8-Ubi. Los vectores que contienen los genes quiméricos Ubi:MGAT1 
y Ubi:DGAT1 se introdujeron en la cepa AGL1 de A. tumefaciens por medio de un procedimiento de electroporación 
estándar. Las células transformadas de Agrobacterium se cultivaron sobre medio LB sólido suplementado con 
kanamicina (50 mg/l) y rifampicina (25 mg/l) y las placas se incubaron a 28 °C por dos días. Se usó una  sola colonia 
de cada una para iniciar cultivos frescos. 25 
 
Después de 48 horas de cultivo vigoroso, los cultivos de Agrobacterium se usaron para transformar células en 
embriones inmaduros de cebada (cv. Golden Promise) de acuerdo con los métodos publicados (Tingay et al., 1997; 
Bartlett et al., 2008) con algunas modificaciones. Brevemente, se aislaron embriones de entre 1,5 y 2,5 mm de 
longitud de cariopses inmaduros y se retiraron los ejes embrionarios. Los explantes resultantes se co-cultivaron 30 
durante 2-3 días con el Agrobacterium transgénico y luego se cultivaron en oscuridad durante 4-6 semanas sobre un 
medio que contiene timentina e higromicina para generar callos embriogénicos antes de moverlos a un medio de 
transición bajo condiciones de poca luz por dos semanas. Los callos fueron transferidos luego a un medio de 
regeneración para permitir la regeneración de brotes y raíces antes de su transferencia a tierra. Se obtuvieron 
plantas transformadas y fueron transferidas al invernadero. La región de codificación de MGAT1 se expresa de 35 
manera constitutiva bajo el control del promotor Ubi en las células de las plantas transformadas. El contenido de 
aceite aumentado al menos en los tejidos vegetativos. 
 
La región de codificación del gen MGAT2 de ratón, de codones optimizados para la expresión en células vegetales, 
se sustituye por la MGAT1 en las construcciones mencionadas previamente y se introducen en Hordeum como se 40 
describió previamente. Los tejidos vegetativos de las plantas transgénicas resultantes presentan un contenido de 
aceite aumentado. 
 
Expresión de MGAT en células de levadura 
 45 
Se usó un vector quimérico que incluye MGAT1 de M. musculus para transformar levadura; en este ejemplo se trata 
de Saccharomyces cerevisiae, un microbio fúngico adecuado para la producción de aceite por fermentación. Se 
obtuvo una construcción genética Gal1:MGAT1 por inserción de la región de codificación completa de una 
construcción denominada 0954364_MGAT_pMA, contenida en un fragmento EcoRI, en el pYES2 en el sitio EcoRI, 
generando así el pJP3301. De manera similar, se obtuvo una construcción genética Gal1:DGAT1, usada aquí por 50 
comparación y que codifica separadamente la enzima DGAT1 de A. thaliana, por inserción de la región de 
codificación completa de DGAT1 de A. thaliana en el pYES2. Estos vectores quiméricos se introdujeron en la cepa 
S288C de S. cerevisiae por shock de calor y los transformantes se seleccionaron sobre placas con medio mínimo de 
levadura (YMM) que contienen 2 % de rafinosa como única fuente de carbono. Se establecieron cultivos de inóculos 
clonales en YMM líquido con 2 % de rafinosa como única fuente de carbono. A partir de ellos se inocularon cultivos 55 
experimentales en medio YMM que contiene 1 % de NP-40, hasta una DO600 inicial de 0,3 aproximadamente. Los 
cultivos se dejaron crecer a 28°C con agitación (100 rpm aproximadamente) hasta que la DO600 era de 1,0 
aproximadamente. En este punto, se agregó galactosa hasta una concentración final de 2 % (p/v). Los cultivos se 
incubaron a 25°C con agitación por otras 48 horas antes de cosecharlos por centrifugación. Los pélets celulares se 
lavaron con agua antes de secarlos por congelamiento para el fraccionamiento en las clases de lípidos y el análisis 60 
de cuantificación según se describió en el Ejemplo 1. El promotor Gal se expresa de manera inducible en las células 
de levadura transformadas, incrementando el contenido de aceite en las células. 
 
La región de codificación del gen MGAT2 de ratón, de codones optimizados para la expresión en células de 
levadura, se sustituye por la MGAT1 en las construcciones mencionadas previamente y se introducen en levadura. 65 
Las células transgénicas resultantes tienen un contenido de aceite aumentado. Los genes también se introducen en 
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la levadura oleaginosa, Yarrowia lipolitica, para aumentar el contenido de aceite. 
 
Expresión de MGAT en células del alga Chlamydomonas reinhardtii 
 
Se usa un vector quimérico que incluye MGAT1 de M. musculus para transformar de forma estable células de algas. 5 
La construcción genética denominada 35S:MGAT1 se obtiene por clonación de la región de codificación de MGAT1 
en un vector de clonación que contiene un casete promotor 35S del virus en mosaico de la coliflor y un gen de 
resistencia a paramomicina (aminoglucósido-O-fosfotransferasa VIII) expresado por un promotor RBCS2 de C. 
reinhardtii. La construcción 35S:MGAT1 se introduce por separado en un cultivo en fase logarítmica de 5x107 cc503, 
una cepa deficiente en pared celular de Chlamydomonas reinhardtii mediante un método de esferas de vidrio 10 
modificadas (Kindle, 1990). Ambos vectores también contienen el gen de resistencia a BLE como gen marcador de 
selección. Brevemente, se hace crecer una colonia de células no transformadas sobre una placa de agar TAP 
mantenida a 24°C aproximadamente hasta 5x106 células/ml aproximadamente sobre un período de cuatro días, las 
células resultantes se agrupan en pélets a 3000 g durante 3 minutos a temperatura ambiente y se resuspendieron 
para producir 5x107 células en 300 ul de medio TAP. Se agregan 300 ul de esferas de vidrio de 0,6 mm de diámetro, 15 
0,6 µg de plásmido en 5 µl y 100 µl de PEG MW8000 20 % y la mezcla se agita por vortexeo a velocidad máxima por 
30 segundos, luego se transfieren a 10 ml de TAP y se incuban durante 16 horas con agitación en oscuridad. Las 
células se agrupan en pélets, se resuspenden en 200 µl de TAP, luego se plaquean sobre placas TAP que contienen 
zeocina 5 mg/l y se incuban en oscuridad durante 3 semanas. Las colonias transformadas se subcultivan sobre una 
placa fresca de TAP + zeocina 5 mg/l después de lo cual se dejan crecer bajo condiciones de medio estándar 20 
usando selección con zeocina. Después de una cosecha por centrifugación, los pélets celulares se lavan con agua 
antes de secarlos por congelamiento para el fraccionamiento en clases de lípidos y el análisis de cuantificación 
según se describió en el Ejemplo 1. El promotor 35S:MGAT1 se expresa de manera constitutiva en las células de 
algas transformadas. El contenido de aceite de las células está significativamente aumentado. 
 25 
La región de codificación del gen MGAT2 de ratón, de codones optimizados para la expresión en células vegetales, 
se sustituye por la MGAT1 en la construcción mencionada previamente y se introducen en Chlamydomonas. El 
contenido de aceite en las células transgénicas resultantes está aumentado significativamente. 
 
Expresión de MGAT en Lupinus angustifolius transformada de forma estable 30 
 
Se usa un vector quimérico que incluye MGAT1 de M. musculus para transformar Lupinus angustifolius, una planta 
leguminosa. Se usan los vectores quiméricos 35S:MGAT1 y 35S:DGAT1 en Agrobacterium para transformar L. 
angustifolius como describieran Pigeaire et al. (1997). Brevemente, se co-cultivan explantes de ápices de brotes con 
Agrobacterium transgénico antes de humedecerlos exhaustivamente con una solución de PPT (2 mg/ml) y 35 
transferirlos sobe un medio de regeneración sin PPT. Se recortan los múltiples brotes axilares que se desarrollan a 
partir de los ápices de brotes y se colocan sobre un medio que contiene PPT 20 mg/l y los brotes sobrevivientes se 
transfieren sobre medio fresco que contiene PPT 20 mg/l. A continuación se transfieren los brotes saludables a 
tierra. El promotor 35S se expresa de manera constitutiva en células de las plantas transformadas, incrementando el 
contenido de aceite en los tejidos vegetativos y en las semillas. Se usa un promotor específico de semillas para 40 
incrementar aún más el contenido de aceite en semillas transgénicas de Lupinus. 
 
La región de codificación del gen MGAT2 de ratón, de codones optimizados para la expresión en células vegetales, 
se sustituye por la MGAT1 en las construcciones mencionadas previamente y se introducen en Lupinus. Las 
semillas y los tejidos vegetativos de las plantas transgénicas resultantes presentan un contenido de aceite 45 
aumentado. 
 
Expresión de MGAT en células de Sorghum bicolor transformadas de forma estable 
 
Se usa un vector quimérico que incluye MGAT1 de M. musculus para transformar de forma estable Sorghum bicolor. 50 
Se usan Ubi:MGAT1 y Ubi:DGAT1 en la cepa AGL1 de A. tumefaciens para transformar Sorghum bicolor como 
describen Gurel et al. (2009). El Agrobacterium se centrifuga primero a 5.000 rpm a 4 °C durante 5 minutos y se 
diluye hasta una DO550 = 0,4 con medio de co-cultivo líquido. Los embriones inmaduros aislados previamente se 
cubren luego por completo con la suspensión de Agrobacterium durante 15 minutos y después se cultivan, con el 
lado del escutelo hacia arriba, sobre medio de co-cultivo en oscuridad durante 2 días a 24°C. Los embriones 55 
inmaduros son transferidos luego a medio de inducción de callos (CIM) con carbenicilina 100 mg/l para inhibir el 
crecimiento de Agrobacterium y se deja así durante 4 semanas. Los tejidos son transferidos luego a un medio de 
regeneración para formar brotes y raíces. El promotor Ubi se expresa de manera constitutiva en células de las 
plantas transformadas, incrementando el contenido de aceite por lo menos en los tejidos vegetativos. 
 60 
La región de codificación del gen MGAT2 de ratón, de codones optimizados para la expresión en células vegetales, 
se sustituye por la MGAT1 en las construcciones mencionadas previamente y se introducen en Sorghum. Los tejidos 
vegetativos de las plantas transgénicas resultantes presentan un contenido de aceite aumentado. 
 

65 
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Expresión de MGAT en plantas de Sorghum bicolor transformadas de forma estable 
 
Se usa un gen quimérico que codifica MGAT1 de M. musculus para transformar de forma estable Glycine max, otra 
legumbre que se puede usar para la producción de aceite. Se usa 35S:MGAT1 en Agrobacterium para transformar 
G. max como se describe en Zhang et al. (1999). El Agrobacterium se co-cultiva durante tres días con explantes de 5 
cotiledones derivados de plántulas de cinco días de vida. Los explantes se cultivan luego sobre medio B5 de 
Gamborg suplementado con BAP 1,67 mg/l y glufosinato 5,0 mg/l por cuatro semanas después de lo cual los 
explantes se subcultivan en un medio que contiene sales MS mayores y menores y vitaminas B5 (MS/B5) 
suplementado con zeatina-ribósido 1,0 mg/l, GA3 0,5 mg/l e IAA 0,1 mg/l con 1m7 mg/l o glufosinato 2,0 mg/l. Los 
brotes elongados forman raíces sobre un medio de enraizamiento MS/B5 suplementado con NAA 0,5 mg/l sin 10 
selección adicional con glufosinato. El promotor 35S se expresa de manera constitutiva en células de las plantas 
transformadas, incrementando el contenido de aceite en los tejidos vegetativos y en las semillas. 
 
La región de codificación del gen MGAT2 de ratón, de codones optimizados para la expresión en células vegetales, 
se sustituye por la MGAT1 en las construcciones mencionadas previamente y se introducen en Glycine. Los tejidos 15 
vegetativos y las semillas de las plantas transgénicas resultantes presentan un contenido de aceite aumentado. 
 
Expresión de MGAT en Zea mays transformada de forma estable 
 
Se usa un gen quimérico que codifica MGAT1 de M. musculus para transformar de forma estable Zea mays. Los 20 
vectores que comprenden 35S:MGAT1 y 35S:DGAT1 se usan para transformar Zea mays según se describe en 
Gould et al. (1991). Brevemente, se co-cultivan explantes de ápices de brotes con Agrobacterium transgénico 
durante dos días antes de transferirlos sobre un medio de sales MS que contiene kanamicina y carbenicilina. 
Después de varias rondas de subcultivo, se forman espontáneamente brotes y raíces transformadas y se 
transplantan a tierra. El promotor 35S se expresa en células de las plantas transformadas, incrementando el 25 
contenido de aceite en los tejidos vegetativos y en las semillas. 
 
La región de codificación del gen MGAT2 de ratón, de codones optimizados para la expresión en células vegetales, 
se sustituye por la MGAT1 en las construcciones mencionadas previamente y se introducen en Zea mays. Los 
tejidos vegetativos y las semillas de las plantas transgénicas resultantes presentan un contenido de aceite 30 
aumentado. Como alternativa, las regiones de codificación MGAT se expresan bajo el control de un promotor 
específico de endosperma, tal como el promotor de zeína o un promotor específico de embriones obtenido a partir 
de una planta monocotiledónea, para una mayor expresión y un mayor contenido de aceite en las semillas. Se 
introduce otro gen quimérico que codifica una GPAT con actividad fosfatasa, tal como GPAT4 o GPAT6 de A. 
thaliana, en Zea mays en combinación con la MGAT, incrementando aún más el contenido de aceite en semillas de 35 
maíz. 
 
Expresión de MGAT en Elaeis guineensis transformada de forma estable (aceite de palma) 
 
Se usa un gen quimérico que codifica MGAT1 de M. musculus para transformar de forma estable Elaeis guineensis. 40 
Se usan los vectores quiméricos denominados Ubi:MGAT1 y Ubi:DGAT1 en Agrobacterium. Después de 48 horas 
de cultivo vigoroso, las células se usan para transformar Elaeis guineensis como describieron Izawati et al. (2009). El 
promotor Ubi se expresa de manera constitutiva en células de las plantas transformadas, incrementando el 
contenido de aceite por lo menos en los frutos y las semillas y se pueden usar para obtener aceite. 
 45 
La región de codificación del gen MGAT2 de ratón, de codones optimizados para la expresión en células vegetales, 
se sustituye por la MGAT1 en las construcciones mencionadas previamente y se introducen en Elaeis. Las semillas 
de las plantas transgénicas resultantes presentan un contenido de aceite aumentado. 
 
Expresión de MGAT en Avena sativa (avena) transformada de forma estable 50 
 
Se usa un gen quimérico que codifica MGAT1 de M. musculus para transformar de forma estable Avena sativa, otra 
planta monocotiledónea. Se usan los vectores quiméricos denominados Ubi:MGAT1 y Ubi:DGAT1, como se 
describió previamente y que contienen, ambos, un marcador de selección Ubi:BAR, para transformar Avena sativa 
como describen Zhang et al. (1999). 55 
 
La región de codificación del gen MGAT2 de ratón, de codones optimizados para la expresión en células vegetales, 
se sustituye por la MGAT1 en las construcciones mencionadas previamente y se introducen en Avena. Las semillas 
de las plantas transgénicas resultantes presentan un contenido de aceite aumentado. 
 60 
Ejemplo 7. Manipulación mediante ingeniería genética  de una MGAT con actividad DGAT  
 
Se puede manipular mediante ingeniería genética una MGAT con actividad DGAT comparable mediante una 
mutagénesis aleatoria, una mutagénesis dirigida o una mutagénesis por saturación de el o los genes MGAT de 
interés o sometiendo diferentes genes MGAT y/o DGAT a entremezclado de ADN. La función de DGAT se pueden 65 
seleccionar positivamente usando, por ejemplo, una cepa de levadura que tienen un requerimiento absoluto de 
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complementación de síntesis de TAG cuando se le alimentan ácidos grasos libres, tal como H1246, que contiene 
mutaciones en cuatro genes (DGA1, LRO1, ARE1, ARE2). La transformación de las variantes de MGAT en dicha 
cepa y el posterior suministro a la levadura transformada de una concentración de ácidos grasos libres que previene 
la complementación por el gen MGAT de tipo silvestre solamente permitirá el crecimiento de variantes con mayor 
capacidad de síntesis de TAG debido a una actividad DGAT mejorada. La actividad MGAT de estos genes mutados 5 
se puede determinar por alimentación con sn-1 o sn-2 MAG marcado y cuantificación de la producción del DAG 
marcado. Diversas rondas de evolución dirigida en combinación con un diseño racional de proteína daría como 
resultado la producción de un nuevo gen MGAT con actividades MGAT y DGAT similares. 
 
Ejemplo 8  Expresión constitutiva de la diacilglicerol aciltran sferasa 2 de A. thaliana en plantas  10 
 
La expresión de la DGAT2 de A. thaliana en levadura (Weselake et al., 2009) y células de insecto (Lardizabal et al., 
2001) no demostró actividad DGAT. De manera similar, la DGAT2 no pudo complementar un noqueo de la DGAT1 
de A. thaliana (Weselake et al., 2009). La actividad enzimática de la DGAT2 de A. thaliana en tejido foliar se 
determinó usando un sistema de expresión transitorio de N. benthamiana según se describió en el Ejemplo 1. La 15 
DGAT2 de A. thaliana (Acceso Q9ASU1) se obtuvo por PCR genómico y se clonó en un vector de expresión binario 
bajo el control del promotor 35S para generar 35S:DGAT2. Este vector quimérico se introdujo en la cepa AGL1 de A. 
tumefaciens y las células de cultivos de la misma se infiltraron en tejido foliar de plantas de N. benthamiana en un 
cuarto de crecimiento a 24 °C usando 35S:DGAT1 como c ontrol. Se infiltraron diversas comparaciones directas con 
las muestras en comparación ubicadas a cada lado de la misma hoja. Los experimentos se condujeron por triplicado. 20 
Después de la infiltración, las plantas se cultivaron por otros cinco días antes de retirar discos foliaress y secarlos 
por congelamiento para el fraccionamiento en clases de lípidos y el análisis de cuantificación según se describió en 
el Ejemplo 1. Este análisis reveló que ambas DGAT1 y DGAT2 aumentaban los niveles de aceite en las hojas de 
Nicotiana benthamiana (Tabla 6). 
 25 
El tejido foliar transformado con la construcción 35S:p19 (control negativo) contenía un promedio de 34,9 µg de 
ácidos grasos libres derivados de TAG/100 mg de peso seco de hojas. El tejido foliar transformado con las 
construcciones 35S:p19 y 35S:DGAT1 (control positivo) contenía un promedio de 126,7 µg de ácidos grasos libres 
derivados de TAG/100 mg de peso seco de hojas. El tejido foliar transformado con las construcciones 35S:p19 y 
35S:DGAT2 contenía un promedio de 310,0 µg de ácidos grasos libres derivados de TAG/100 mg de peso seco de 30 
hojas. 
 
Los datos descritos previamente demuestran que la enzima DGAT2 de A. thaliana es más activa que la enzima 
DGAT1 A. thaliana en promover la acumulación de TAG en tejido foliar. La expresión del gen de DGAT2 dio como 
resultado un 245 % de acumulación de TAG en el tejido foliar en comparación con la expresión de DGAT1. 35 
 
Ejemplo 9. Co-expresión de MGAT y GPAT en semillas t ransgénicas  
 
Yang et al., (2010) describieron dos glicerol-3-fosfato aciltransferasas (GPAT4 y GPAT6) de A. thaliana, ambas con 
preferencia por sn-2 (es decir, forman preferencialmente sn-2 MAG en lugar de sn-1/3 MAG) y actividad fosfatasa, 40 
que podían producir sn-2 MAG a partir de G-3-P (Figura 1). Se propuso que estas enzimas formaran parte de la vía 
de síntesis de cutina. GPAT4 y GPAT6 no presentaron una gran expresión en tejido de semillas. La combinación de 
dicha GPAT/fosfatasa bifuncional con una MGAT permite obtener una nueva vía de síntesis de DAG usando G-3-P 
como sustrato que puede reemplazar o suplementar la típica vía de Kennedy para la síntesis de DAG en plantas, en 
particular en el aceite de semillas, u otras células, lo que da como resultado un mayor contenido de aceite, en 45 
particular de niveles de TAG. 
 
Se obtuvieron los ADN quiméricos denominados pJP3382 y pJP3383, que codifican las GPAT4 y GPAT6 de A. 
thaliana, respectivamente, junto con la MGAT2 de M. musculus para su expresión en semillas insertando primero la 
región de codificación completa de MGAT2, contenida en un fragmento SwaI, en el pJP3362 en el sitio SmaI para 50 
obtener el pJP3378. El plásmido pJP3362 era un vector de expresión binario que contiene los casetes de expresión 
vacíos FAE1 y FP1 y un gen de resistencia a kanamicina como marcador de selección. La GPAT4 de A. thaliana se 
amplificó a partir del ADNc y se clonó en el pJP3378 en el sitio NotI para obtener el pJP3382 en el cual se 
expresaba la GPAT4 por el promotor de napina truncado, FP1 y la MGAT2 era expresada por el promotor FAE1 de 
A. thaliana. De manera similar, se amplificó GPAT6 de A. thaliana a partir del ADNc y se clonó en el pJP3378 en el 55 
sitio NotI para obtener el pJP3384 en donde la GPAT6 estaba ligada operativamente al promotor de napina 
truncado, FP1 y la MGAT2 era expresada por el promotor FAE1 de A. thaliana. Los plásmidos pJP3382 y pJP3383 
fueron transformados en A. thaliana (ecotipo Columbia) mediante el método de inmersión floral. Se plaquearon 
semillas de las plantas tratadas sobre un medio que contiene al antibiótico, kanamicina, para seleccionar las plantas 
de progenie (plantas T1) que fueron transformadas. Las plántulas transgénicas fueron transferidas a tierra y se 60 
cultivaron en invernadero. Se determinó la expresión de los transgenes en los embriones en desarrollo. Se 
seleccionan las plantas transgénicas con el mayor nivel de expresión y que muestran una relación 3:1 de plantas 
transgénicas : no transgénicas por línea, indicativa de una inserción de un solo locus de los transgenes y se dejan 
crecer hasta alcanzar la madurez. Se obtienen semillas a partir de estas plantas (T2) que incluyen algunas que son 
homocigotas para los transgenes. Se cultivaron cincuenta plantas de progenie (plantas T2) de cada línea en tierra y 65 
se determina el contenido de lípidos, el contenido de TAG y las composiciones de ácidos grasos de la semilla 
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resultante. El contenido de lípidos neutros, en particular el contenido de TAG, de las semillas que comprenden tanto 
una MGAT como una GPAT4 o GPAT6 está sustancialmente aumentado en comparación con los controles y con las 
semillas que comprenden solamente MGAT o solamente la DGAT1 de A. thaliana. También está aumentado el 
contenido de MAG y de DAG. La composición de ácidos grasos del lípido extraído de las semillas está modificada, 
en particular el contenido de ácidos grasos poliinsaturados, tal como ALA, está significativamente aumentado. 5 
 
Ejemplo 10. Evaluación del efecto de GPAT4 y GPAT6 sob re el incremento de TAG mediado por MGAT 
mediante silenciamiento y mutación de GPAT  
 
La familia GPAT es grande y todos los miembros conocidos contienen dos dominios conservados, un dominio plsC 10 
aciltransferasa y un dominio de la superfamilia de hidrolasas tipo HAD. Además de esto, todas las GPAT4-8 de A. 
thaliana contienen una región N-terminal homóloga de un dominio fosfoserina fosfatasa. Ambas GPAT4 y GPAT6 de 
A. thaliana contienen restos conservados conocidos por ser críticos para la actividad fosfatasa (Yang et al., 2010). 
 
Se diseñaron cebadores degenerados basados en la secuencia de aminoácidos conservada GDLVICPEGTTCREP 15 
(SEQ ID NO:228) para amplificar fragmentos en las GPAT de N. benthamiana expresados en tejido foliar. 3’ Se 
conducirá un 3’ RACE usando estos cebadores y cebadores de oligo-dT inversos con ARN aislado del tejido foliar de 
N. benthamiana. Las GPAT con actividad fosfatasa (es decir, tipo GPAT4/6) se identificarán por su homología con la 
región del dominio de fosfoserina fosfatasa N-terminal descrita previamente. Se van a generar construcciones de 
ARNi dirigidas por 35S para estos genes blanco y serán transformadas en la cepa AGL1 de A. tumefaciens. De 20 
manera similar, se va a transformar una construcción 35S:V2 que contiene a la proteína supresora de silenciamiento 
viral V2 en la cepa AGL1 de A. tumefaciens. Se sabe que V2 suprime el mecanismo de silenciamiento de la planta 
nativa para permitir una expresión transitoria efectiva, pero también permitir que funcione el silenciamiento de genes 
basado en ARNi. 
 25 
Luego se comparará la acumulación de TAG entre muestras de hojas transformadas transitoriamente infiltradas con 
las siguientes mezclas de cepas: 1) 35S:V2 (control negativo); 2) 35S:V2 + 35S:MGAT2 (control positivo); 3) 35S:V2 
+ GPAT-RNAi; 4) 35S:V2 + GPAT-RNAi + 35S:MGAT2. Se espera que la mezcla 35S:V2 + GPAT-RNAi + 
35S:MGAT2 dará como resultado menos acumulación de TAG que 35S:V2 + muestra 35S:MGAT2 debido a la 
interrupción de la síntesis de sn-2 MAG debida al silenciamiento de GPAT. 30 
 
Se conducirá un experimento similar usando secuencias tipo GPAT4/6 de A. thaliana y N. benthamiana que están 
mutadas para eliminar los restos conservados conocidos por ser críticos para la actividad fosfatasa (Yang et al., 
2010). Estos genes mutados (conocidos conjuntamente como GPAT4/6-delta) se clonarán luego en vectores de 
expresión binarios dirigidos por 35S y transformados en A. tumefaciens. Luego se comparará la acumulación de 35 
TAG entre muestras de hojas transformadas transitoriamente infiltradas con las siguientes mezclas de cepas: 1) 
35S:p19 (control negativo); 2) 35S:p19 + 35S:MGAT2 (control positivo); 3) 35S:p19 + GPAT4/6-delta; 4) 35S:p19+ 
GPAT4/6-delta + 35S:MGAT2. Se espera que la mezcla 35S:p19 + GPAT4/6-delta + 35S:MGAT2 dará como 
resultado menos acumulación de TAG que 35S:p19 + muestra 35S:MGAT2 debido a la interrupción de la síntesis de 
sn-2 MAG debida a la mutación de GPAT. Si bien los genes tipo GPAT4/6 nativos de N. benthamiana estarán 40 
presentes en este experimento, se espera que el alto nivel de expresión de las construcciones GPAT4/6-delta les 
dotará de una mayor capacidad para acceder al sustrato G-3-P que los genes endógenos. 
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Los expertos en la técnica apreciarán que pueden realizarse numerosas variaciones y/o modificaciones a la 
invención, tal como se ilustran en las realizaciones específicas, sin apartarse del espíritu o alcance de la invención, 
tal como ha sido descripta ampliamente. Las realizaciones de la presente deben, por lo tanto, considerarse en todo 
sentido a modo ilustrativo y no restrictivo. 
 5 
Toda descripción de documentos, actas, materiales, dispositivos, artículos o semejantes que se incluyera en el 
presente documento memoria descriptiva solamente sirve a los efectos de proporcionar un contexto para la presente 
invención. No debe considerarse como un reconocimiento que cualquiera o todos estos temas formen parte del 
sustento de la técnica anterior o que fueran de conocimiento general en el campo relevante de la presente invención 
como existía antes de la fecha de prioridad de cada reivindicación de esta solicitud. 10 
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<400> 82 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

175 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

176 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

177 

 
 
<210> 83 
<211> 520 
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<400> 83 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

178 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

179 

 
 
<210> 84 
<211> 1856 
<212> ADN 5 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<400> 84 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

180 

 
 
<210> 85 
<211> 1845 
<212> ADN 5 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<400> 85 

ES 2 640 100 T3

 



 

181 

 

 

 
 
<210> 86 5 
<211> 1216 
<212> ADN 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<400> 86 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

182 

 

 
 
<210> 87 
<211> 1736 5 
<212> ADN 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<400> 87 
 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

183 

 
 
<210> 88 
<211> 1817 
<212> ADN 5 
<213> Oryza sativa 
 
<400> 88 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

184 

 
 
<210> 89 
<211> 1924 5 
<212> ADN 
<213> Picea sitchensis 

ES 2 640 100 T3

 



 

185 

 
<400> 89 
 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

186 

 
 
<210> 90 
<211> 1765 
<212> ADN 5 
<213> Zea mays 
 
<400> 90 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

187 

 
 
<210> 91 
<211> 1778 
<212> ADN 5 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<400> 91 

ES 2 640 100 T3

 



 

188 

 

 
 
<210> 92 5 
<211> 1832 
<212> ADN 
<213> Oryza sativa 
 
<400> 92 10 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

189 

 
 
<210> 93 
<211> 2529 5 
<212> ADN 
<213> Oryza sativa 
 
<400> 93 
 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

190 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

191 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

192 

 
 
<210> 94 
<211> 3320 
<212> ADN 5 
<213> Oryza sativa 
 
<400> 94 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

193 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

194 

 
 
<210> 95 
<211> 2532 
<212> ADN 5 
<213> Oryza sativa 
 
<400> 95 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

195 

 
 
<210> 96 
<211> 2941 
<212> ADN 5 
<213> Oryza sativa 
 
<400> 96 
 

 10 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

196 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

197 

 
 
<210> 97 
<211> 1930 
<212> ADN 5 
<213> Oryza sativa 
 
<400> 97 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

198 

 
 
<210> 98 
<211> 1960 
<212> ADN 5 
<213> Oryza sativa 
 
<400> 98 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

199 

 
 
<210> 99 
<211> 2311 
<212> ADN 5 
<213> Selaginella moellendorffii 
 
<400> 99 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

200 

 
 
<210> 100 
<211> 1989 
<212> ADN 5 
<213> Selaginella moellendorffii  
 
<400> 100 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

201 

 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

202 

 
<210> 101 
<211> 1554 
<212> ADN 
<213> Selaginella moellendorffii 5 
 
<400> 101 
 

 
 10 
<210> 102 
<211> 1554 
<212> ADN 
<213> Selaginella moellendorffii 
 15 

ES 2 640 100 T3

 



 

203 

<400> 102 
 

 
 
<210> 103 5 
<211> 1757 
<212> ADN 
<213> Selaginella moellendorffii 
 
<400> 103 10 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

204 

 
 
<210> 104 
<211> 2256 
<212> ADN 5 
<213> Selaginella moellendorffii 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

205 

<400> 104 
 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

206 

 
 
<210> 105 
<211> 2044 
<212> ADN 5 
<213> Selaginella moellendorffii 
 
<400> 105 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

207 

 
 
<210> 106 
<211> 1715 
<212> ADN 5 
<213> Oryza sativa 
 
<400> 106 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

208 

 
 
<210> 107 
<211> 1521 
<212> ADN 5 
<213> Oryza sativa 
 
<400> 107 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

209 

 
 
<210> 108 
<211> 1755 
<212> ADN 5 
<213> Zea mays  
 
<400> 108 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

210 

 
 
<210> 109 
<211> 1852 5 
<212> ADN 
<213> Zea mays 
 
<400> 109 
 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

211 

 
 
<210> 110 
<211> 1704 5 
<212> ADN 
<213> Zea mays 

ES 2 640 100 T3

 



 

212 

 
<400> 110 
 

 
 5 
<210> 111 
<211> 1845 
<212> ADN 
<213> Arabidopsis thaliana 

ES 2 640 100 T3

 



 

213 

 
<400> 111 
 

 

 5 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

214 

<210> 112 
<211> 1872 
<212> ADN 
<213> Arabidopsis thaliana 
 5 
<400> 112 
 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

215 

 
 
<210> 113 
<211> 1545 
<212> ADN 5 
<213> Physcomitrella patens 

ES 2 640 100 T3

 



 

216 

 
<400> 113 
 

 
 5 
<210> 114 
<211> 1506 
<212> ADN 
<213> Physcomitrella patens 
 10 
<400> 114 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

217 

 
 
<210> 115 
<211> 2100 
<212> ADN 5 
<213> Physcomitrella patens 
 
<400> 115 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

218 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

219 

 
 
<210> 116 
<211> 1676 
<212> ADN 5 
<213> Physcomitrella patens 
 
<400> 116 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

220 

 
 
<210> 117 
<211> 1590 
<212> ADN 5 
<213> Physcomitrella patens 
 
<400> 117 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

221 

 
 
<210> 118 
<211> 1512 
<212> ADN 5 
<213> Vitis vinifera 
 
<400> 118 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

222 

 
 
<210> 119 
<211> 1784 
<212> ADN 5 
<213> Vitis vinifera 
 
<400> 119 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

223 

 

 
 
<210> 120 
<211> 1533 5 
<212> ADN 
<213> Vitis vinifera 
 
<400> 120 

ES 2 640 100 T3

 



 

224 

 

 
 
<210> 121 
<211> 1726 5 
<212> ADN 
<213> Vitis vinifera 
 
<400> 121 
 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

225 

 
 
<210> 122 
<211> 1504 
<212> ADN 5 
<213> Populus trichocarpa  
 
<400> 122 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

226 

 
 
<210> 123 
<211> 1506 
<212> ADN 5 
<213> Populus trichocarpa 
 
<400> 123 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

227 

 
 
<210> 124 
<211> 1506 
<212> ADN 5 
<213> Populus trichocarpa 
 
<400> 124 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

228 

 
 
<210> 125 
<211> 1797 
<212> ADN 5 
<213> Populus trichocarpa 
 
<400> 125 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

229 

 
 
<210> 126 
<211> 1575 
<212> ADN 5 
<213> Sorghum bicolor 

ES 2 640 100 T3

 



 

230 

 
<400> 126 
 

 
 5 
<210> 127 
<211> 1967 
<212> ADN 
<213> Sorghum bicolor 
 10 
<400> 127 
 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

231 

 
 
<210> 128 
<211> 1518 
<212> ADN 5 
<213> Sorghum bicolor 

ES 2 640 100 T3

 



 

232 

 
<400> 128 
 

 
 5 
<210> 129 
<211> 1776 
<212> ADN 
<213> Sorghum bicolor 
 10 
<400> 129 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

233 

 
 
<210> 130 
<211> 1744 
<212> ADN 5 
<213> Ricinus communis 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

234 

<400> 130 
 

 

 
 5 
<210> 131 
<211> 1539 
<212> ADN 
<213> Ricinus communis 
 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

235 

<400> 131 
 

 
 

 5 
<210> 132 
<211> 1515 
<212> ADN 
<213> Ricinus communis 
 10 
<400> 132 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

236 

 
 
<210> 133 
<211> 1804 
<212> ADN 5 
<213> Arabidopsis lyrata 
 
<400> 133 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

237 

 

 
 
<210> 134 
<211> 1746 5 
<212> ADN 

ES 2 640 100 T3

 



 

238 

<213> Arabidopsis lyrata 
 
<400> 134 
 

 5 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

239 

<210> 135 
<211> 1509 
<212> ADN 
<213> Vernicia fordii 
 5 
<400> 135 
 

 
 
<210> 136 10 
<211> 1545 
<212> ADN 
<213> Oryza sativa 

ES 2 640 100 T3

 



 

240 

 
<400> 136 
 

 
 5 
<210> 137 
<211> 1856 
<212> ADN 
<213> Arabidopsis thaliana 
 10 
<400> 137 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

241 

 

 
 
<210> 138 
<211> 1503 5 
<212> ADN 
<213> Populus trichocarpa 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

242 

<400> 138 
 

 
 
<210> 139 5 
<211> 2117 
<212> ADN 
<213> Sorghum bicolor 
 
<400> 139 10 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

243 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

244 

 
 
<210> 140 
<211> 1547 
<212> ADN 5 
<213> Ricinus communis 
 
<400> 140 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

245 

 
 
<210> 141 
<211> 1549 
<212> ADN 5 
<213> Arabidopsis lyrata 
 
<400> 141 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

246 

 
 
<210> 142 
<211> 1995 
<212> ADN 5 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<400> 142 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

247 

 

 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

248 

<210> 143 
<211> 1828 
<212> ADN 
<213> Arabidopsis thaliana 
 5 
<400> 143 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

249 

 
 
<210> 144 
<211> 503 
<212> PRT 5 

ES 2 640 100 T3

 



 

250 

<213> Arabidopsis thaliana 
 
<400> 144 
 

 5 

ES 2 640 100 T3

 



 

251 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

252 

 
 
<210> 145 
<211> 501 
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<400> 145 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

253 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

254 

 
 
<210> 146 
<211> 289 
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<400> 146 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

255 

 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

256 

<210> 147 
<211> 503 
<212> PRT 
<213> Arabidopsis thaliana 
 5 
<400> 147 
 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

257 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

258 

 
 
<210> 148 
<211> 467 
<212> PRT 5 
<213> Oryza sativa 
 
<400> 148 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

259 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

260 

 
 
<210> 149 
<211> 512 
<212> PRT 5 
<213> Picea sitchensis 
 
<400> 149 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

261 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

262 

 
 
<210> 150 
<211> 502 
<212> PRT 5 
<213> Zea mays 
 
<400> 150 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

263 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

264 

 
 
<210> 151 
<211> 500 
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<400> 151 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

265 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

266 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

267 

 
 
<210> 152 
<211> 486 
<212> PRT 5 
<213> Oryza sativa 
 
<400> 152 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

268 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

269 

 
 
<210> 153 
<211> 506 
<212> PRT 5 
<213> Oryza sativa 
 
<400> 153 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

270 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

271 

 
 
<210> 154 
<211> 486 
<212> PRT 5 
<213> Oryza sativa 
 
<400> 154 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

272 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

273 

 
 
<210> 155 
<211> 507 
<212> PRT 5 
<213> Oryza sativa  

ES 2 640 100 T3

 



 

274 

<400> 155 
 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

275 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

276 

 
 
<210> 156 
<211> 497 
<212> PRT 5 
<213> Oryza sativa 
 
<400> 156 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

277 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

278 

 
 
<210> 157 
<211> 505 
<212> PRT 5 
<213> Oryza sativa 
 
<400> 157 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

279 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

280 

 
 
<210> 158 
<211> 474 
<212> PRT 5 
<213> Oryza sativa 
 
<400> 158 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

281 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

282 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

283 

 
 
<210> 159 
<211> 497 
<212> PRT 5 
<213> Selaginella moellendorffii 
 
<400> 159 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

284 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

285 

 
 
<210> 160 
<211> 534 
<212> PRT 5 
<213> Selaginella moellendorffii 
 
<400> 160 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

286 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

287 

 
 
<210> 161 
<211> 494 
<212> PRT 5 
<213> Selaginella moellendorffii 
 
<400> 161 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

288 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

289 

 
 
<210> 162 
<211> 494 
<212> PRT 5 
<213> Selaginella moellendorffii 
 
<400> 162 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

290 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

291 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

292 

 
 
<210> 163 
<211> 490 

ES 2 640 100 T3

 



 

293 

<212> PRT 
<213> Selaginella moellendorffii 
 
<400> 163 
 5 

ES 2 640 100 T3

 



 

294 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

295 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

296 

 
<210> 164 
<211> 497 
<212> PRT 
<213> Selaginella moellendorffii 5 
 
<400> 164 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

297 

 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

298 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

299 

 
 
<210> 165 
<211> 534 
<212> PRT 5 
<213> Selaginella moellendorffii 
 
<400> 165 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

300 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

301 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

302 

 
 
<210> 166 
<211> 497 
<212> PRT 5 
<213> Oryza sativa 
 
<400> 166 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

303 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

304 

 
 
<210> 167 
<211> 506 
<212> PRT 5 
<213> Oryza sativa 
 
<400> 167 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

305 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

306 

 
 
<210> 168 
<211> 515 
<212> PRT 5 
<213> Zea mays 
 
<400> 168 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

307 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

308 

 
 
<210> 169 
<211> 500 
<212> PRT 5 

ES 2 640 100 T3

 



 

309 

<213> Zea mays 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (92)..(92) 5 
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido de origen natural 
 
<400> 169 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

310 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

311 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

312 

 
 
<210> 170 
<211> 486 
<212> PRT 5 
<213> Zea mays 
 
<400> 170 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

313 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

314 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

315 

 
 
<210> 171 
<211> 501 
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<400> 171 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

316 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

317 

 
 
<210> 172 
<211> 500 
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<400> 172 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

318 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

319 

 
 
<210> 173 
<211> 514 
<212> PRT 5 
<213> Physcomitrella patens 
 
<400> 173 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

320 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

321 

 
 
<210> 174 
<211> 501 
<212> PRT 5 
<213> Physcomitrella patens 
 
<400> 174 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

322 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

323 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

324 

 
 
<210> 175 
<211> 517 
<212> PRT 5 
<213> Physcomitrella patens 
 
<400> 175 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

325 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

326 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

327 

 
 
<210> 176 
<211> 504 
<212> PRT 5 
<213> Physcomitrella patens 
 
<400> 176 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

328 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

329 

 
 
<210> 177 
<211> 529 
<212> PRT 5 
<213> Physcomitrella patens 
 
<400> 177 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

330 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

331 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

332 

 
 
<210> 178 
<211> 503 
<212> PRT 5 
<213> Vitis vinifera 
 
<400> 178 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

333 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

334 

 
 
<210> 179 
<211> 501 
<212> PRT 5 
<213> Vitis vinifera 
 
<400> 179 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

335 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

336 

 
 
<210> 180 
<211> 510 
<212> PRT 5 
<213> Vitis vinifera 
 
<400> 180 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

337 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

338 

 
 
<210> 181 
<211> 499 
<212> PRT 5 
<213> Vitis vinifera  

ES 2 640 100 T3

 



 

339 

<400> 181 
 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

340 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

341 

 
 
<210> 182 
<211> 497 
<212> PRT 5 
<213> Populus trichocarpa 
 
<400> 182 
 

 10 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

342 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

343 

 
 
<210> 183 
<211> 501 
<212> PRT 5 
<213> Populus trichocarpa 
 
<400> 183 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

344 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

345 

 
 
<210> 184 
<211> 501 
<212> PRT 5 
<213> Populus trichocarpa 
 
<400> 184 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

346 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

347 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

348 

 
 
<210> 185 
<211> 500 
<212> PRT 5 
<213> Populus trichocarpa 
 
<400> 185 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

349 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

350 

 
 
<210> 186 
<211> 524 
<212> PRT 5 
<213> Sorghum bicolor 
 
<400> 186 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

351 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

352 

 
 
<210> 187 
<211> 503 
<212> PRT 5 
<213> Sorghum bicolor 
 
<400> 187 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

353 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

354 

 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

355 

<210> 188 
<211> 505 
<212> PRT 
<213> Sorghum bicolor 
 5 
<400> 188 
 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

356 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

357 

 
 
<210> 189 
<211> 518 
<212> PRT 5 
<213> Sorghum bicolor 
 
<400> 189 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

358 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

359 

 
 
<210> 190 
<211> 501 
<212> PRT 5 
<213> Ricinus communis 
 
<400> 190 
 

 10 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

360 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

361 

 
 
<210> 191 
<211> 512 
<212> PRT 5 
<213> Ricinus communis 
 
<400> 191 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

362 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

363 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

364 

 
 
<210> 192 
<211> 504 
<212> PRT 5 
<213> Ricinus communis 
 
<400> 192 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

365 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

366 

 
 
<210> 193 
<211> 498 
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis lyrata 
 
<400> 193 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

367 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

368 

 
 
<210> 194 
<211> 501 
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis lyrata 
 
<400> 194 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

369 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

370 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

371 

 
 
<210> 195 
<211> 502 
<212> PRT 5 
<213> Vernicia fordii 
 
<400> 195 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

372 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

373 

 
 
<210> 196 
<211> 514 
<212> PRT 5 
<213> Oryza sativa 
 
<400> 196 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

374 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

375 

 
 
<210> 197 
<211> 503 
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<400> 197 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

376 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

377 

 
 
<210> 198 
<211> 500 
<212> PRT 5 
<213> Populus trichocarpa 
 
<400> 198 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

378 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

379 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

380 

 
 
<210> 199 
<211> 518 
<212> PRT 5 
<213> Sorghum bicolor 
 
<400> 199 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

381 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

382 

 
 
<210> 200 
<211> 293 
<212> PRT 5 
<213> Ricinus communis 
 
<400> 200 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

383 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

384 

 
 
<210> 201 
<211> 502 
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis lyrata 
 
<400> 201 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

385 

 

ES 2 640 100 T3

 



 

386 

 
 
<210> 202 
<211> 585 
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<400> 202 
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389 

 
 
<210> 203 
<211> 520 
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<400> 203 
 

 10 
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390 
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391 
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<210> 204 
<211> 1330 
<212> ADN 
<213> Arabidopsis thaliana 
 5 
<400> 204 
 

 
 
<210> 205 10 
<211> 1381 
<212> ADN 
<213> Ricinus communis 
 
<220> 15 
<221> misc_feature 
<222> (1347)..(1347) 
<223> n es a, c, g o t 
 
<400> 205 20 
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<210> 206 
<211> 1257 
<212> ADN 5 
<213> Vernicia fordii 
 
<400> 206 
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<210> 207 
<211> 1280 
<212> ADN 5 
<213> Mortierella ramanniana 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1265)..(1266) 10 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1269)..(1269) 15 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1275)..(1275) 20 
<223> n es a, c, g o t 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1277)..(1277) 25 
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<223> n es a, c, g o t 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (1279)..(1279) 5 
<223> n es a, c, g o t 
 
<400> 207 
 

 10 
 
<210> 208 
<211> 2485 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 208 
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<210> 209 
<211> 1411 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 209 
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<210> 210 
<211> 2488 
<212> ADN 5 
<213> Bos taurus 
 
<400> 210 
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<210> 211 
<211> 1330 
<212> ADN 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 211 
 

ES 2 640 100 T3
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<210> 212 
<211> 314 
<212> PRT 5 
<213> Arabidopsis thaliana 
 
<400> 212 
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<210> 213 
<211> 340 
<212> PRT 5 
<213> Ricinus communis 
 
<400> 213 
 

 10 
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<210> 214 
<211> 322 
<212> PRT 5 
<213> Vernicia fordii 
 
<400> 214 
 

 10 

ES 2 640 100 T3

 



 

406 

 
 
<210> 215 
<211> 355 
<212> PRT 5 
<213> Mortierella ramanniana 
 
<400> 215 
 

 10 
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<210> 216 
<211> 388 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 216 
 

 10 
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<210> 217 
<211> 328 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 217 
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<210> 218 
<211> 361 
<212> PRT 5 
<213> Bos taurus 
 
<400> 218 
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<210> 219 
<211> 388 
<212> PRT 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 219 
 

 10 
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<210> 220 
<211> 3 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia conservada 
 10 
<400> 220 
 

 
 
<210> 221 15 
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<211> 4 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 5 
<223> Secuencia conservada 
 
<400> 221 
 

 10 
 
<210> 222 
<211> 4 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> Secuencia conservada 
 
<400> 222 20 
 

 
 
<210> 223 
<211> 24 25 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia conservada 30 
 
<220> 
<221> X 
<222> (2)..(2) 
<223> Cualquier aminoácido 35 
 
<220> 
<221> X 
<222> (5)..(5) 
<223> Cualquier aminoácido 40 
 
<220> 
<221> X 
<222> (6)..(6) 
<223> Lisina (K) o Arginina (R) 45 
 
<220> 
<221> X 
<222> (7)..(7) 
<223> Cualquier aminoácido 50 
 
<220> 
<221> X 
<222> (9)..(11) 
<223> Cualquier aminoácido 55 
 
<220> 
<221> X 
<222> (13)..(15) 
<223> Cualquier aminoácido 60 
 
<220> 
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<221> X 
<222> (16)..(16) 
<223> Leucina (L) o Valina (V) 
 
<220> 5 
<221> X 
<222> (19)..(21) 
<223> Cualquier aminoácido 
 
<220> 10 
<221> X 
<222> (24)..(24) 
<223> Ácido glutámico (E) o Glutamina (Q) 
 
<400> 223 15 
 

 
 
<210> 224 
<211> 8 20 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia conservada 25 
 
<220> 
<221> X 
<222> (3)..(3) 
<223> Cualquier aminoácido 30 
 
<220> 
<221> X 
<222> (5)..(7) 
<223> Cualquier aminoácido 35 
 
<400> 224 
 

 
 40 
<210> 225 
<211> 118 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 45 
<220> 
<223> Secuencia conservada  
 
<400> 225 
 50 
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<210> 226 
<211> 187 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia conservada 
 10 
<220> 
<221> X 
<222> (15)..(15) 
<223> Cualquier aminoácido 
 15 
<220> 
<221> X 
<222> (18)..(18) 
<223> Cualquier aminoácido 
 20 
<220> 
<221> X 
<222> (23)..(23) 
<223> Cualquier aminoácido 
 25 
<220> 
<221> X 
<222> (25)..(26) 
<223> Cualquier aminoácido 
 30 
<220> 
<221> X 
<222> (28)..(30) 
<223> Cualquier aminoácido 
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<220> 
<221> X 
<222> (32)..(33) 
<223> Cualquier aminoácido 5 
 
<220> 
<221> X 
<222> (35)..(38) 
<223> Cualquier aminoácido 10 
 
<220> 
<221> X 
<222> (41)..(41) 
<223> Cualquier aminoácido 15 
 
<220> 
<221> X 
<222> (46)..(48) 
<223> Cualquier aminoácido 20 
 
<220> 
<221> X 
<222> (53)..(53) 
<223> Cualquier aminoácido 25 
 
<220> 
<221> X 
<222> (55)..(57) 
<223> Cualquier aminoácido 30 
 
<220> 
<221> X 
<222> (61)..(61) 
<223> Cualquier aminoácido 35 
 
<220> 
<221> X 
<222> (67)..(67) 
<223> Cualquier aminoácido 40 
 
<220> 
<221> X 
<222> (72)..(72) 
<223> Cualquier aminoácido 45 
 
<220> 
<221> X 
<222> (74)..(77) 
<223> Cualquier aminoácido 50 
 
<220> 
<221> X 
<222> (79)..(79) 
<223> Cualquier aminoácido 55 
 
<220> 
<221> X 
<222> (114)..(114) 
<223> Cualquier aminoácido 60 
 
<220> 
<221> X 
<222> (127)..(128) 
<223> Cualquier aminoácido 65 
 

ES 2 640 100 T3

 



 

421 

<220> 
<221> X 
<222> (136)..(136) 
<223> Cualquier aminoácido 
 5 
<220> 
<221> X 
<222> (139)..(142) 
<223> Cualquier aminoácido 
 10 
<220> 
<221> X 
<222> (144)..(144) 
<223> Cualquier aminoácido 
 15 
<220> 
<221> X 
<222> (150)..(150) 
<223> Cualquier aminoácido 
 20 
<220> 
<221> X 
<222> (164)..(165) 
<223> Cualquier aminoácido 
 25 
<220> 
<221> X 
<222> (167)..(172) 
<223> Cualquier aminoácido 
 30 
<400> 226 
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<210> 227 
<211> 190 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia conservada 
 10 
<400> 227 
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<210> 228 
<211> 15 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia conservada 
 10 
<400> 228 
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<210> 229 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Secuencia conservada 
 
<220> 
<221> X 10 
<222> (2)..(2) 
<223> Cualquier aminoácido 
 
<220> 
<221> X 15 
<222> (4)..(4) 
<223> Cualquier aminoácido 
 
<220> 
<221> X 20 
<222> (5)..(5) 
<223> Treonina (T) o Valina (V) 
 
<220> 
<221> X 25 
<222> (6)..(6) 
<223> Leucina (L) o Valina (V) 
 
<400> 229 
 30 

 
 
<210> 230 
<211> 8 
<212> PRT 35 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia conservada 
 40 
<220> 
<221> X 
<222> (2)..(2) 
<223> 17 a 20 aminoácidos; donde los aminoácidos pueden ser cualquier aminoácido 
 45 
<220> 
<221> X 
<222> (3)..(3) 
<223> Glicina (G) o Serina (S) 
 50 
<220> 
<221> X 
<222> (4)..(4) 
<223> Ácido aspártico (D) o Serina (S) 
 55 
<220> 
<221> X 
<222> (5)..(7) 
<223> Cualquier aminoácido 
 60 
<220> 
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<221> X 
<222> (8)..(8) 
<223> Ácido aspártico (D) o Asparagina (N) 
 
<400> 230 5 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Un organismo transgénico no humano o una parte del mismo o una semilla transgénica de una planta que 
comprenden uno o más polinucleótidos exógenos que codifican una monoacilglicerol aciltransferasa (MGAT), en 
donde el organismo transgénico no humano o una parte del mismo o una semilla tienen un nivel aumentado de uno 5 
o más lípidos polares en comparación con un organismo o una parte del mismo una semilla correspondientes que 
carecen de los uno o más polinucleótidos exógenos, en donde el organismo transgénico no humano es una planta, 
un alga, una levadura o un hongo y los uno o más lípidos no polares incluyen triacilglicerol (TAG). 
 
2. El organismo transgénico no humano o una parte del mismo o una semilla de la reivindicación 1, en donde los uno 10 
o más polinucleótidos exógenos codifican una monoacilglicerol aciltransferasa 2 (MGAT2). 
 
3. El organismo transgénico no humano o una parte del mismo o una semilla de las reivindicaciones 1 o 2, en donde 
el nivel de los uno o más lípidos no polares del organismo transgénico no humano o una parte del mismo o una 
semilla es al menos un 0,5 % (p/p) mayor basado en peso y/o al menos un 1 % (p/p) mayor sobre una base relativa 15 
que en el organismo correspondiente o una parte del mismo o una semilla. 
 
4. El organismo transgénico no humano o una parte del mismo o una semillla de una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 4, que se caracterizan por uno o más de: 

 20 
(i) en donde los uno o más polinucleótidos exógenos codifican una MGAT y una glicerol-3-fosfato aciltransferasa 
(GPAT), una MGAT y una diacilglicerol aciltransferasa (DGAT) o las tres de una MGAT, una GPAT y una DGAT, 
preferentemente en donde la GPAT también tiene actividad fosfatasa para producir monoacilglicerol (MAG) y 
preferentemente en donde la DGAT es una diacilglicerol aciltransferasa 2 (DGAT2); 
(ii) en donde el contenido total de lípidos no polares del organismo transgénico no humano o una parte del mismo 25 
o una semilla está aumentado en comparación con el organismo o una parte del mismo correspondientes; 
(iii) en donde el contenido total de lípidos no polares del organismo transgénico no humano o una parte del 
mismo o una semilla es al menos un 0,5 % (p/p) mayor basado en peso y/o al menos un 1 % (p/p) mayor sobre 
una base relativa que en el organismo o una parte del mismo o una semilla correspondientes; 
(iv) en donde el contenido en ácidos grasos poliinsaturados (PUFA) del lípido del organismo transgénico no 30 
humano o una parte del mismo o una semilla está aumentado en comparación con el lípido del organismo 
correspondiente o una parte del mismo o una semilla; 
(v) en donde el contenido de un ácido graso poliinsaturado (PUFA) en el lípido del organismo transgénico no 
humano o una parte del mismo o una semilla está aumentado en comparación con el lípido del organismo o una 
parte del mismo o una semilla correspondientes, en donde el PUFA comprende ácido eicosadienoico (EDA), 35 
ácido araquidónico (ARA), ácido alfa linolénico (ALA), ácido estearidónico (SDA), ácido eicosatrienoico (ETE), 
ácido eicosatetraenoico (ETA), ácido eicosapentaenoico (EPA), ácido docosapentaenoico (DPA), ácido 
docosahexaenoico (DHA) o una combinación de dos o más de los mismos; 
(vi) en donde la parte es una semilla o un fruto; 
(vii) en donde el organismo transgénico no humano o una parte del mismo o una semilla es de Brassica sp., 40 
Gossypium hirsutum, Linum usitatissimum, Helianthus sp., Carthamus tinctorius, Glycine max, Zea mays, 
Arabidopsis thaliana, Sorghum bicolor, Sorghum vulgare, Avena sativa, Triforium sp., Camelina sativa, 
Miscanthus x giganteus o Miscanthus sinensis o de lupino, cacahuete o girasol; 
(viii) en donde el contenido total de aceite o el contenido total de ácidos grasos de la semilla es de entre un 0,5 % 
(p/p) y un 25 % (p/p) mayor basado en peso que en una semilla correspondiente que carece de los uno o más 45 
polinucleótidos exógenos; 
(ix) en donde el organismo transgénico no humano o una parte del mismo o una semilla son una parte vegetativa 
de una planta, una parte aérea de una planta, una parte verde de planta, una hoja de planta o un tallo de planta; 
(x) en donde la parte es una parte vegetativa de una planta y el contenido de triacilglicerol (TAG), diacilglicerol 
(DAG), TAG y DAG o de monoacilglicerol (MAG) de la parte vegetativa de planta es al menos un 10 % (p/p) 50 
sobre una base relativa que el contenido de TAG, DAG, TAG y DAG o MAG de una parte vegetativa de planta 
correspondiente que carece de los uno o más polinucleótidos exógenos; 
(xi) en donde al menos un 60 % (% en moles) del contenido de ácidos grasos del lípido del organismo 
transgénico no humano o una parte del mismo o una semilla es de ácido oleico; y 
(xii) en donde el nivel de los uno o más lípidos no polares y/o el contenido total de lípidos no polares del 55 
organismo transgénico o una parte del mismo o una semilla es al menos un 0,5 % (p/p) mayor basado en peso 
y/o al menos un 1 % (p/p) mayor sobre una base relativa que en un organismo o una parte del mismo o una 
semilla correspondientes que carecen de los uno o más polinucleótidos exógenos pero que comprenden un 
poinucleótido exógeno que codifica una diacilglicerol aciltransferasa 1 (DGAT1) de Arabidopsos thliana. 
 60 

5. El organismo transgenico no humano o una parte del mismo o una semilla de acuerdo con una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 4, en donde el lípido no polar es TAG, DAG, TAG y DAG, MAG, PUFA total o un PUFA 
específico que es ácido eicosadienoico (EDA), ácido araquidónico (ARA), ácido alfa linolénico (ALA), ácido 
estearidónico (SDA), ácido eicosatrienoico (ETE), ácido eicosatetraenoico (ETA), ácido eicosapentaenoico (EPA), 
ácido docosapentaenoico (DPA), ácido docosahexaenoico (DHA) o una combinación de dos o más de los mismos. 65 
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6. Un método para producir lípido extraído, comprendiendo el método las etapas de: 
 

i) obener un organismo transgénico no humano o una parte del mismo o una semilla de acuerdo con una 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y 
ii) extraer el lípido del organismo transgénico no humano o una parte del mismo, produciendo de este modo el 5 
lípido extraído. 

 
7. El método de la reivindicación 6, en donde el organismo transgénico no humano o una parte del mismo o una 
semilla es semilla de canola que comprende uno o más de lo siguiente: 
 10 

i) al menos un 45 % de aceite de semilla basado en peso, 
ii) un contenido relativo de aceite de semilla al menos un 5 % (p/p) mayor que en una semilla correspondiente, 
iii) un contenido relativo de DAG al menos un 10 % (p/p) mayor que en una semilla correspondiente, y 
iv) un contenido relativo de TAG al menos un 5 % (p/p) mayor que en una semilla correspondiente. 

 15 
8. El método de la reivindicación 6, en donde el organismo transgénico no humano o una parte del mismo o una 
semilla es semilla de maíz que comprende uno o más de lo siguiente: 
 

i) al menos un 5 % de aceite de semilla basado en peso, 
ii) un contenido relativo de aceite de semilla al menos un 5 % (p/p) mayor que en una semilla correspondiente, 20 
iii) un contenido relativo de DAG al menos un 10 % (p/p) mayor que en una semilla correspondiente, y 
iv) un contenido relativo de TAG al menos un 5 % (p/p) mayor que en una semilla correspondiente. 

 
9. El método de la reivindicación 6, en donde el organismo transgénico no humano o una parte del mismo o una 
semilla es semilla de soja que comprende uno o más de lo siguiente: 25 
 

i) al menos un 20 % de aceite de semilla basado en peso, 
ii) un contenido relativo de aceite de semilla al menos un 5 % (p/p) mayor que en una semilla correspondiente, 
iii) un contenido relativo de DAG al menos un 10 % (p/p) mayor que en una semilla correspondiente, y 
iv) un contenido relativo de TAG al menos un 5 % (p/p) mayor que en una semilla correspondiente. 30 
 

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, en donde el método comprende además uno o más 
de cosechar la semilla de una planta transgénica, obtener el aceite de semilla prensando la semilla, purificar el 
aceite de semilla y producir ésteres de alquilo, tales como ésteres de metilo de los ácidos grasos del lípido extraído. 
 35 
11. Un método para obtener una célula con capacidad mejorada para producir uno o más lípidos no polares, 
comprendiendo el método: 
 

i) introducir en una célula uno o más polinucleótidos exógenos que codifican 
 40 

a) una MGAT, 
b) una MGAT y una GPAT 
c) una MGAT y una DGAT o 
d) una MGAT, una GPAT y una DGAT, 
 45 

en donde dichos uno o más polinucleótidos exógenos están ligados operativamente a uno o más promotores que 
tienen la capacidad de dirigir la expresión de dichos uno o más polinucleótidos exógenos en la célula, en donde 
la célula es una célula vegetal, de alga, de levadura o fúngica y en donde los uno o más lípidos no polares 
incluyen triacilglicerol (TAG),  
ii) expresar el uno o más polinucleótidos exógenos en la célula, 50 
iii) analizar el contenido de lípidos de la célula y 
iv) seleccionar una célula que tenga un nivel aumentado de dichos uno o más lípidos no polares en comparación 
con una célula correspondiente que no contiene los polinucleótidos exógenos. 

 
12. El método de la reivindicación 11, en donde la célula seleccionada tiene una o más de las características del 55 
organismo o la parte del mismo o la semilla definidos en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5. 
 
13. Uso de uno o más polinucleótidos exógenos que codifican: 
 

i) una MGAT, 60 
ii) una MGAT y una GPAT 
iii) una MGAT y una DGAT, o 
iv) una MGAT, una GPAT y una DGAT, 

 
para producir un organismo no humao o una parte del mismo o una semilla transgénicos con capacidad mejorada 65 
para producir uno o más lípidos no polares en comparación con un organismo o una parte del miso o una semilla 
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correspondientes que carecen de los uno o más polinucleótidos exógenos, en donde el organismo transgénico no 
humano es una planta, un alga, una levadura o un hongo y los uno o más lípidos no polares incluyen triacilglicerol 
(TAG). 
 
14. Uso del organismo no humano o una parte del mismo o una semilla transgénicos de una cualquiera de las 5 
reivindicaciones 1 a 5 para la fabricación de ésteres de alquilo, tales como metil ésteres de ácidos grasos. 
 
15. Uso de un polinucleótido exógeno que codifica una monoacilglicerol aciltransferasa (MGAT) en un organismo 
transgénico no humano o una parte del mismo o una semilla transgénica de una planta para la producción de 
triacilglicerol (TAG), en donde el organismo transgénico no humano es una planta, un alga, una levadura o un 10 
hongo. 
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