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Industria y Comercio

PETITORIO

SUPERINTENDENCTIHA

PCT

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

AN

Tra. 11 PATENTEIYIl
Act. 411 PRESENTACION

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

S

Eve: 378 FASENACIONALI
Folios: 129

ENTRADA EN FASE NACIONAL

@ |Z| Patente de Invencion.
Xl capitulo 1.

SOLICITUD DE:

[] Patente de Modelo de Utilidad.
[ capituto 11.

SOLICITANTE
(71)

Nombre: INCORPORATED
ADMINISTRATIVE AGENCY NATIONAL
AGRICULTURE AND FOOD RESEARCH
ORGANIZATION y SUNTORY HOLDINGS
LIMITED

Sociedades constituidas existentes bajo las
leyes de Japon, respectivamente.

Direccidn: 3-1-1 Kannondai,

Tsukuba-shi,
Ibaraki 3058517, )
Japoén IDENTIFICACION
y c.C. O NIT O
C.E. D Otro D
1-40, Dojimahama 2-chome,
Kita-ku, Osaka-shi, Cual
Osaka 530-8203, Numero
Japon
Respectivamente
Domicilio: Ibaraki,
Japdn
y
Osaka,
Japon
Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
Direccién: Carrera 4. No. 72-35 C.C. [x] NIT ]
Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE |- 211 86 50 ce. [ oro [
O APODERADO ¢ .. clientes@cavelier.com Cual
Domicilio: Bogota, Colombia. Numero 35.456.344 T.P 23.555
@ 1. Nacnobu NODA 2. Ryutaro AIDA
INVENTOR (ES) c/q National Institute of Floricuitural ch National Institute of Floricultural
(72) Science, Science,

Incorporated Administrative Agency
National Agriculture and Food Research
Crganization,

2-1, Fujimoto,

Tsukuba-shi,

{bariki 3058519,

Japoén

Incorporated Administrative Agency
National Agriculture and Food Research
Organization,

2-1, Fujimoto,

Tsukuba-shi,

Ibariki 3058519,

Japon
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3. Sanae SATO
c/o National Institute of Floricultural
Science,
Incorporated Administrative Agency
National Agricuiture and Food Research

4. Akemi OHMIYA
c/o National Institute of Floricultural
Science,
Incorporated Administrative Agency
National Agricutture and Food Research

Organization, Organization,

2-1, Fujimoto, 2-1, Fujimoto,
Tsukuba-shi, Tsukuba-shi,
tharaki 3058519, ibariki 3058519,
Japon Japon

Fecha: 09 de marzo de 2010
Fecha: 28 de octubre de 2010

GPCT (86)

Solicitud Internacional No. PCT/JP2010/053904

Publicacion Internacional No. WO 2010/122849 A1

Titulo (54)

@ METODO PARA PRQDUCCION DE UNA PLANTA DE CRISANTEMO QUE TIENE
PETALOS QUE CONTIENEN DELFINIDINA

_
@ Clasificacién Internacional (51) C12N 015/029

(33) Pais de Crigen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud

Prioridad
s nold

JP 24 de abril de 2009 2008-107054

Comprobante de pago No.: 11-101381 Fecha: 14 de octubre de 2010

Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 571.000.00.

Comprobante de pago por reivindicaciones adicionales después de la décima reivindicacién por.
Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poder, si fuere el caso de SUNTORY HOLDINGS LIMITED.

Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. {Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Copia de la caratula de la Publicacién Internacional WO 2010/122849 A1.

Traduccién de |a solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.
Traduccién del examen preliminar efectuado por la [PEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de deposito del material biolégico.
Arte final 12x12

De ser el caso, informacidén sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

OO0 O0O0O0 EEO0O0OR IEDH°|®
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@ FIGURA CARACTERISTICA

@ Salicito la concesion de |a patente,

NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

6 FIRMA : WQ Orenas %@féé
b\

C.C. 35.456.344 de Usaquén T.P. 23.555

BCT




CAVELIER ABOGADOS COLO-18835-841-001-0 ID-203276 C{

DOCUMENTOS ANEXOS

: Publicacion Internacional WO 2010/122849 A1

—_—

Descripcidn:
Paginas 41 en espafiol
Reivindicaciones: NUmero (s} 8

Figuras: Numero (s) 4

. @ Forma PCT/ISA/210. Informe de Blsqueda Internacional.

N

. @ Listado de Secuencias.

w

: E Forma PCT/IB/306. Notificacion de la inscripcion del cambic de nombre de uno de los

-

solicitantes NATIONAL AGRICULTURE AND FOOD RESEARCH ORGANIZATION por
INCORPORATED ADMINISTRATIVE AGENCY NATIONAL AGRICULTURE AND FOOD
RESEARCH ORGANIZATION

E] Forma PCT/IB/306. Notificacion de la inscripcion del cambio de nombre del inventor

Sanae KISHIMOTO por Sanae SATO.

: @] Forma PCT/IB/306. Notificacion de la inscripcion del cambio de direccion de los

(=]

inventrores Naonobu NODA, Ryutaro AIDA y Akemi OHMIYA.

7. @ Extracto de publicacion.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA FASE
INTERNACIONAL
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DE LACALIDAD

CERTIFICADO SC 3986-1
PRESTACION DEL
SERVICIC PUBLICO
NOTARIAL

IS0 9001:2000
NTC-1$0 9001:2000

CIRCULIOIDEIBOGOTANDICY

COPIA NUMEROD 12

DE LA ESCRITURA NUMERQ: L 1
FECHA: 09/fgosto/2011

ACTO O CONTRATO:
PODER ESFECIAL
OTORGAMTESS
CAVELIER AROGADOS

-

= liNet =

ot

AMPARO QUINTERO ARTURO
NOTARIA SEXTA

CARRERA 9 No. 69-31 - PBX: 317 01 00 - FAX: 314 56 41

Correo Electronico: notariasexta@etb.net.co
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ESCRITURA PUBLICA NUMERO ~ = e = 40]17 - - - - -
No. CUATRG MIL'DIECISIETE = - = = = = = = — = — — _ .

DE FECHA:  NUEVE (9) DE AGOSTO DEL ANO DOS MIL ONCE

(2011)/- _____________________

OTORGADA EN LA NOTARIA SEXTA (6%) DEL

CiRCULO NOTARIAL DE BOGOTA, D.C. --reememerrmemes-
ACTO: PODER R

PODERDANTE: CAVELIER ABOGADOS Nit. 860.041.367-3 g
APQODERADOS: ---- - -
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ C.C. 35.456.344

NIDIA OSORIO LOPEZ C.C. 39.787.682
OSCAR FERNANDO CORREA BARBOSA C.C. 79.524.634

EDNA DARMELY SARMIENTO CHARRY C.C. 52.006.265
JORGE CHAVARRO ARISTIZABAL C.C. 16.209.380

r
En la ciudad de Bogota Dlstnto Capital, Republica de Colombia, ante mi ~ MABEL
ANDREA RODRIGUEZ DIAZ - Notana(o) Sexta(o) (6} = Encargada - de este Circulo

Notarial, se otorgé la escritura plblica que se consigna en los siguientes

términos: - e
Comparecid: con minuta escrita la sefiora ADRIANA ZAPATA GIRALDO, mayor

de edad, vecina de esta ciudad, casada, identificada con ta cédula de ciudadania

No. 51.680.061 de Bogota, y dijo: - S ——
ESTIPULACIONES
PRIMERA: Que obra en su calidad de Representante Legal de la sociedad
denominada CAVELIER ABOGADOS/ domiciliada en la Carrera 4 No. 72-35,

Bogota, Colombia. mmmmmema e en
SEGUNDA: Que SUNTORY’ HOLDINGS/ LIMITED, (sqciedad constituida y
existente bajo las leyes de Japén, domiciliada en 1-40,/Dojimahama/2-chome,-
Kita-ku,fOsaka-ghi,' Osaka 530-8203, Japon, designé a CAVELIER ABOGADOS
CcoOmMo su representante para la Propiedad Industrial en Colombia con facultades

de nombrar apoderados tal como consta en la copia auténtica del documento de

representacion que se protocoliza. --- -
TERCERA: Que en su caracter de representante legal de CAVELIER
ABOGADOS, y en desarrolio de la facultad otorgada por SUNTORY HOLDINGS ™
LIMITED,' confiére poder a los abogados LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, T.P.A. No.

PAPEL DE USO EXCLUSIVO DEL PROTOCOLO NOTARIAL . NO TIENE COSTO PARA EL USUARIO
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23555, identificada con cédula de ciudadania nimero 35.456.344 de Usaquen,
NIDIA OSORIO LOPEZ, T.P.A. No.73.366, identificada con cédula de ciudadania
ntGimero 39.787.682 de Bogota, OSCAR FERNANDO CORREA BARBOSA,
T.P.A. No. 71.027 idenﬁﬁcado con cédula de ciudadania nimero 79.524.634 de
Bogots, EDNA DARMELY SARMIENTO CHARRY, T.P.A. 65.794 identificada con
cédula de ciudadania nimero 52.006.265 de Bogotd y JORGE CHAVARRO
ARISTIZABAL, T.P.A. No. 40.119, identificado con cédula de ciudadania numero
16.209.380 de Cartage (Valle), mayores de edad, vecinos de Bogota, para que
representen a la sociedad a cuyo nombre acttia, ante cualesquiera entidades o
personas, ejerzan o no jurisdiccion, incluyendo las del orden administrativo,
contencioso administrativo y judicial, asi como los tribunales de arbitramento, en
todo o concerniente a los siguientes asuntos: --=-----------=-smnsmmsooosmosessemerooooosas
a) Obtencidn de patentes de invencién, modelos de utilidad, disefos industriales,
trazado de circuitos integrados, secretos industriales; el registro de marcas de

fabrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres

comerciales, ensenas, variedades vegetales, denominaciones de origen €

indicaciones de procedencia, su renovacion, traspaso, cambio de nombre ©
domicilio, cancelacion voluntaria; y el registro de ficencias de uso de esos

derechos ------------ e

b) Las acciones de competencia desleal, proteccién del consumidor, oposiciones,
cancelacién administrativa o judicial, nulidad, medidas cautelares, accidén por
infraccion, concesion de licencias, la proteccién de secretos industriales y de
nombres de dominio junto con su administracion y pago; acciones populares, de
tutela y de cumplimiento; y en general los procesos civiles, penales,
administrativos o contencioso administrativos, de conciliacion, arbitramento, tutela
relacionados con estos derechos; acciones y procesos que promovamaos 0 Se nos
PFOMUEVAIN, ===m-samrmss e o e tmes oo oo s s oo oo o e
CUARTO: Que los apoderados designados estan facultados en todos los asuntos

arriba determinados para sustituir este mandato, transigir, conciliar, arbitrar,

admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar y ratificar los

actos de agentes OfiCi0S0S. ~--r--srrmsmrmrmmomssmssssosesmmsmnenss s oononns o s oo R
QUINTO: Que protocoliza con la presente escritura, un certificado expedido por la
Camara de Comercio de Bogota, que acredita la constitucion y personeria de la

sociedad CAVELIER ABOGADOS, igualmente protocoliza copia autenticada del

-
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CERTIFICADO DE EXISTENCIA Y REPRESENTACION LEGAL O INSCRIDPCION DE

DOCUMENTOS
CERTIFICA:
NOMBRE : CAVELIER ABOGADOS
N.I.T. : 860041367-3
DOMICILIO : BOGOTA D.C.
CERTIFICA:
NO: 00820237
CERTIFICA:
CONSTITUCION : QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0006233 DE NOTARIA

SEXTA DE BOGOTA D.C. DEL 10 DE SEPTIEMBRE DE 1974 , INSCRITA EL
26 DE SEPTIEMBRE DE 1974 BAJO EL NUMERO 00021234 DEL LIBRO IX, SE
CONSTITUYO LA SQCIEDAD CIVIL.:-DENOMINADA: CAVELIER PERDOMO Y
CAVELIER. S AR

AR CERTIFICA R
QUE POR ESCRITURAZPUBLICA NO. 0001000 DE NOTARIA'SEXTA DE BOGQOTA

D.C. DEL 10 DE:MARZQ“DE 1983 INSCRITA EL. S DE ABRIL DE 1983
LA"SOCIEDAD CAMBIO SU

BAJO EL NUMERO 00130969 ‘DRI
NOMBRE DE : CAVELIER;PERDOMO Y. VELIER::” POR<EL DE : CAVELIER
ABOGADOS : o Lo

2 CERTIFICA: ER:
QUE POR ESCRITURA-PUBLICA NUMERO 1000 OTORGADA EN LA NOTARIA 6A.
DE’"BOGOTA EL 10 DE"MA&;Q@D§$;?98;“:INSCRI@Aeig S-ESTA CAMARA DE
COMERCIO EL 5 DE ABRIL DE '1.983 BAJO EL NUMERO 130769 DEL LIBRO
IX. LA SOCIEDAD CAMBIO SU NOMBRE DE: CAVELIER PERDOMO Y CAVELIER,
POR EL DE: CAVELIER ABOGADOS, E INTRODUJO OTRAS REFORMAS
CERTIFICA:
CERTIFICA
QUE POR E.P.NO. 2.034 DE LA NOTARIA 6 DE SANTAFE DE BOGOTA DEL 18
DEABRIL DE"1.995, INSCRITA EL 27 DE ABRIL DE 1.995 BAJO EL NO.
5.937:DEL-LIBRO XIIT,LA SOCIEDAD TRASLADO SU DOMICILIO DE LA CIU-

e ¥

~DABfDE“SANT§FE“DE_BOGOTA D.C. AL MUNICIPIO DE TABIO { CUNDINAMAR-

Lo e ST CERTIFICA:

QUE- POR: ES{RITURA PUBLICA NO. 7710 DE LA NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
DEL. 10’ DE, OGTUBRE DE “1984, INSCRITA EL 15 DE NOVIEMBRE DE 1984
BAJO EL:NG? 1859 DEL LTBRG XIII, LA SOCIEDAD CAMBIO SU

. NATURALEZA JURIBICA DgiS' TEDAD COMERCIAL A SOCIEDAD CIVIL.

o = Gl CERTIFICA:

REFORMAS ;

‘ESCRITURAS NO. < “FECHA NOTARIA e A BT e B S0 D P08
842 10-V-1.977 18. BTA. 7 { e Rl SANEDTOC OPIAY
3.430 1-VII-1.980 6A. BTA. 3—:Q§%%L;}H
- 4.844 10-IX-1,980 6A. BTA. 8 ﬁﬁgﬁ98q1g
432 10-11-1.983 6A. BTA. 1-ITEh 983 -

.

ek




710 10-X-1.584 6a. RTA 15-XT-1.984-N0O, .1.5%9 .. °.

7 .
7.305 21-X-1.985 6A. BTA. 18-XI-1.985-NC. 1.908
2.567 29-1Iv-1.987 6A. BTA. 7-V- 1.,987-NO. 2.386
4.278 3-VII-1.987 6A. BTA. 23-VII-1987 NO.215.652
2.657 25- Iv-1.988 6A. BTA. 19- V -1988-NO. 2,740
9.033 21-XII-1.990 6A. BTA. 10- I - 1991-NO. 3.786
25 3- T -1.991 6A. BTA. 10- T - 1991-NO. 3.787
1.608 8-IYII-1.9851 6A. BTA. 14-III- 1991-NO. 3.841
2.155 2-Iv- 1.991 6A. BTA. g8-Iv - 1991-NO. 3,862
797 7-IT -1.891 6A. BTA. T-V ~1991-NC. 3.882 .
1.739 14-I1I-1.991 6A. BTA. -V -1991-NO. 3.881
5.886 21-viII-1.9°91 6A. BTA 27-VvITII-1991 NO. 4.019
8.596 4-¥XIT -1.981 6A. BTA 16-IIT -1992 NO. 4.430
1.4594 10-IIT -1.992 6A. BTA. 19-TIIT -~1992 NO. 4.436
4.205 8 -VII -1.992 6A. BTA. 15-VIT ~18992 NO. 4.554
8.829 16-XIT1 -1.5%2 6A. BTA. 24-XII -1992 NO. 4.819
i2 5-I -1.993 6 STAFE BTA 13-I -1993 NO. 4.850
4.8717 29-vI -1.%93 6 STAFE BTA 7-VII -1993 NO. 5.065
5.216 12-VvII -1.9%3 6 STAFE BTA 16-VII -1993 NO. 5.077
ACTA NO.71 2-IX- 1.993 JUNTA DE SOCIOS 29-IX- 1993 NO. 5.174
2.034 1B-IV- 1.895 6 STAFE BTA 27- IV -193%5 NO. §5.937
2.227 25-IV-1.995 6 STAFE BTA 18-VIII-1.995 NO, 6.092
7.594 12-XII-1.995 6 STAFE BTA 19- XII-1.995 NG. 6.294
676 1i- IT-1.997 & STAFE BTA 14- II —1 997 NO. 6.873
‘ CERTIFICA e
REFORMAS : ‘
E.P. NO. FECHA - - NOTARIA CIUDAD FECHA NO.INSC.

0004506 1997/07/28 0006 BOGOTA
0002103 1998/04/08 0006 BOGOTA
0005326 1998/08/06 0006 BOGOTA
0005538 1998/08/14 0006 BOGOTA
p007760 1998/11/10 0006 BOGOTA
0006709 1997/11/04 0006 BOGOTA
0003034 2003/05/30 0006 BOGOTA
0003786 2004/07/16 0006 BOGOTA
0001432 2005/03/18 0006 BOGOTA
0004818 2005/08/22 0006 BOGOTA 2005/08/26 00010008
0005506 2007/07/17 0006 BOGOTA 2007/07/24 00010841
5453 2009/10/19 0006 BOGOTA D.C. 2009/10/21 00012243

1336 2010/03/16 0006 BOGOTA D.C. 2010/03/24 00012506

915 2011/02/28 0006 BOGOTA D.C. 2011/03/03 00013022

CERTIFICA:

VIGENCIA: QUE LA SOCIEDAD NO SE HALLA DISUELTA DURACION HASTA EL
10 DE SEPTIEMBRE DE 2024

- 1997/09/02 00007115
- 1998/04/21:00007426
.'1998/08/13 00007544
1998/08/27 00007564
1998/11/12 00007644
:.2000/12/04 00008481
. 2003/06/04, 00882729
. 2004/07/28 00005703
2005/04/07 00009917

goooogooooyg
nanNnaanNnNaNan

CERTIFICA: :
OBJETO SOCIAL: LA SOCIEDAD TENDRA POR OBJETO : EL EJERCICIO DE LA
ACTIVIDAD PROFESIONAL DE ABOGADOS. EN DESARROLLO DE ESTE OBJETO
LA SOCIEDAD PODRA ADQUIRIR, CONTRAER OBLIGACIONES Y CELEBRAR TODA
CLASE DE CONTRATOS DIRECTAMENTE RELACIONADOS Y SUBORDINADOS AL
. _ 5o1%)S DE ARRENDAMIENTO, HIPOTECA, MUTUO CON O SIN
.=5"mﬁﬂéﬁﬁﬁﬁ§% CIVIL Y COMERCIAL, Y SOCIEDAD, ASI  COMO

\3i ACIONES CIENTIFICAS GREMIALES O PROFESIQNALES
1= 9% .

o CERTIFICA

$10,000‘DQ DIVIDIDO EN 10,000.00 CUOTAS CON VALOR
AMDA UNA, DISTRIBUIDO ASI
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- SOCIO CAPITALISTA (S)

GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEBNNE C.E. 000000000131100
NO. CUOTAS: 1,200.00 VALOR: $1,200.00

ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO N.I.T. 000008001722568
NO. CUOTAS: 8,800.00 VALOR: $8B,800.00

- SOCIO INDUSTRIAL (S)

ZAPATA GIRALDO ADRIANA €C.C. 000000051680061
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: 350.00

SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIA C.C. 000000035456344
NO. CUCTAS: 0.00 VALOR: £0.00

SARMIENTO CHARRY EDNA DARMELY C.C. 000000052006265
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00

TOBON FRANCO NATALIA o C.C. 000000051725514
NO. CUOTAS: 0.00 . IivALOR 2$0.00 -

OSORIO LOPEZ NIDI ESR ¥ *000000039787682
NG. CUOTAS: 0.00. "VALOR: $0.00 7.0,

CHAVARRO JORGE e C.C. 000000016209380
NO. CUOTAS: 0.00 ° lyALOR 50.900:

-Pf‘000000079524634

NO CUQTAS: 0. 00
TOTALES
NO. CUOTAS: 10,0

&

VALOR $10, ooo¥np
‘ CERTIFICA;
QUE POR ESCRITURAS PUBLICAS NO. 001431 Y-001432 DEL 18 DE MARZO
DE 2005 DE LA NOTARIA 06 DE BOGOTA D.C., INSCRITA EL 07 DE ABRIL
DE 2005 BAJO EL NO. 0009918 Y 0009917, RESPECTIVAMENTE DEL LIBRO
XIII, DE LAS MIL DOSCIENTAS ( 1200 ) PARTES DE INTERES SOCTAL
RADICADAS EN CABEZA DE AGNES GAUDEBERT DE CAVELIER, SEISCTENTAS
(600) PARTES ESTAN GRAVADAS O AFECTADAS EN PROPIEDAD FIDUCIARIA A
FAVOR DE LAS SIGUIENTES PERSONAS : GERMAN CAVELIER FRANCO,
ERNESTO CAVELIER FRANCO, JORGE CAVELIER FRANCO, INES CAVELIER
FRANCO, GUILLERMO CAVELIER FRANCO, ELENA CAVELIER  FRANCO,
ALEJANDRO CAVELIER FRANCO, BEATRIZ CAVELIER FRANCO, Y LUCIA
CAVELIER FRANCO.
CERTIFICA:
REPRESENTACION LEGAL: EL REPRESENTANTE LEGAL ES EL DIRECTOR. EL SOCIO
FUNDADOR = GERMAN CAVELIER GAVIRIA TENDRA EL CARACTER DE PRESIDENTE |
- DIRECTOR  VITALICIO, PARTICIPARA POR DERECHO PROPIO EN EL CONSEJO -
SUPERIOR Y EN EL CONSEJO DIRECTIVO Y LLEVARA LA REPRESENTACION LEGAL
DE LA SOCIEDAD CUANDO LG ESTIME PERTINENTE SIN LIMITACION ALGUNA
IGUAL PARTICIPACION Y ATRIBUCIONES TENDRA SU SUPLENTE
DE CAVELIER CUANDO OCUPE EL CARGO, EN CASO DEfRSS
CAVELTER GAVIRIA. LOS SOCIOS COLECTIVOS ESTAN%‘J'
LA REPRESENTACION DE LA SOCIEDAD EN CUALQUIER vos
LAS DELEGACIONS CONFERIDAS A LOS ORGANOS




ESTATUTOS

CERTIFICA: )
%+ NOMBRAMIENTOS **
QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0004818 DE NOTARIA & DE BOGOTA D.C. DEL
22 DE AGOSTO DE 2005, INSCRITA EL 26 DE AGOSTO DE 2005 BAJO EL NUMERO
00010008 DEL LIBRO XIII, FUE (RON} NOMBRADO (S):

NOMERE IDENTIFICACION
PRESIDENTE DIRECTOR VITALICIO
CAVELIER GAVIRIA GERMAN ¢.C. 000000002877924

QUE POR ACTA NO. 26 DE ASAMBLER GENERAL DEL 13 DE MAYC DE 2010,
INSCRITA EL 24 DE MAYO DE 2010 BAJO EL NUMERO 00012618 DEL LIBRO XIIT,
FUE (RON) NOMBRADO (5):

NOMBRE IDENTIFICACION
DIRECTORA

ZAPATA GIRALDO ADRIANA C.C. 000000051680061
REPRESENTANTE LEGAL

ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO N.I.T. 000008001722568

REPRESENTANTE LEGAL

GALLON GIRALDO CARLOS C.C. 000000019066425
REPRESENTANTE LEGAL

GAUDEBERT DE CAVELTER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
SOCIO COLECTIVO

GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
SOCIO COLECTIVO ,

ASOCIACION CAVELIER. DEL DERECHO - . .-~ N,I.T. 000008001722568

QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0004818 DE NOTARIA:6-DE BOGOTA D.C. DEL
22 DE AGOSTO DE 2005, INSCRITA EL-26 DE AGOSTO DE 2005 BAJO EL NUMERO
00010008 DEL LIEBRO XIII FUE {RON) NOMBRADO (S)

NOMBRE ’ T IDENTIFICACION
SUPLENTE DEL PRESIDENTE DIRECTOR VITALICIO . .
GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE Toe. E. 000000000131100
CERTIFICA:

QUE EL NOMBRAMIENTO DE GALLON GIRALDO CARLOS INSCRITO BAJO EL REGISTRO
00012618 DEL LIBRO XIIT, SE DA EN SU CONDICION DE REPRESENTANTE LEGAL
DE LA ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO.

CERTIFICA:
FACULTADES DEL REPRESENTANTE LEGAL: APARTE DE LAS FACULTADES Y
DEBERES QUE DE TIEMPO EN TIEMPO SE LE ASIGNEN POR EL CONSEJO
SUPERIOR, EL DIRECTOR TENDRA LAS SIGUIENTES FUNCIONES : A} LA DE
REPRESENTAR LEGALMENTE A LA SOCIEDAD ANTE LAS AUTORIDADES DE
CUALQUIER ORDEN O NATURALEZA Y ANTE OTRAS DERSONAS NATURALES O
JURIDICAS, CON FACULTADES PARA NOVAR, TRANSIGIR, COMPROMETER Y

. DESISTIR Y PARA COMPARECER EN JUICIOS INCLUSIVE EN AQUELLOS EN
DONDE SE DISPUTE LA PROPIEDAD DE BIENES INMUEBLES; B) CUMPLIR Y

HACER CUMPLIR LOS ESTATUTOS Y REGLAMENTOS DE LA SOCIEDAD; Y C )

CREAR O SUPRIMIR TODOS LOS EMPLEOS QUE SEAN NECESARIOS DE ACUERDO

CON EL CONSEJO SUPERIOR PARA EL BUEN FUNCIONAMIENTO DE LA

SOCIEDAD, ASIGNARLES FUNCIONES, FIJAR SUS SALARIOS Y NOMBRAR LAS

PERSONAS QUE DEBAN DESEMPENARLOS, ASI  COMO  RETIRARLOS Y

REEMPLAZARLOS CUANDO HAYA LUGAR. CUANDO CUALQUIERA DE 1LOS ACTOS

INDICADOS EN LA CLAUSULA ANTERIOR SE REFIERA A OPERACIONES CUYO

MONTO EXCEDA DE_J SUMA EQUIVALENTE A CIENTO OCHENTA ( 180 )

JAna WAMK! MENSUALES, SU  CELEBRACION REQUERIRA LA
o ﬁ?:% ERALU e «4~ {DEL CONSEJO SUPERIOR.
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CAMARA DE COMERCIO DE BOGOTA

SEDE CHAPINERO
15 DE JULIOQO DE 2011 HORA 09:02:14

R0O32051265 PAGINA: 3 de 3

******i**i************

QUE POR ACTA NO. 0000071 DEL 2 DE SEPTIEMBRE DE 1993, INSCRITA EL 29

DE SEPTIEMBRE DE 1993 BAJO EL NUMERO 00005175 DEL LIBRO XIII, FUE
{RON) NOMBRADO (S):

NOMEBRE IDENTIFICACION
REVISCR FISCAL
RINCON FANDINO MIGUEL ALFONSO C.C. 000000002877024

QUE POR ACTA NO. 33 DE CONCEJO DEL 25 DE MARZO DE 2011, INSCRITA EL 10

DE MAYO DE 2011 BAJO EL NUMERO 00013098 DEL LIBRO XIII, FUE (RON)
NOMBRADO (§):

NOMBRE
REVISOR FISCAL SUPLENTE
PAEZ SANABRIA ALVARO C.C. 000000019323543
CERTIFICA:
DE CONFORMIDAD CON LO.ESTABLECIDO:POR LA LEY 962 DE 2005, LOS ACTOS DE
REGISTRO AQUI CERTIFICADOS ™ QUEDAN - EN FIRME:CINCO (5) DIAS HABILES
DESPUES DE LA FECHA DE INSCRIPCION, SIEMPRE' QUE NO SEAN OBJETO DE
RECURSOS EN LA VIA;GUBERNATIVA. - e

IDENTIFICACION

&

* * *  EL PRESENTE CERTIFICADO NQ'CONSTITUYE PERMISO DE  + +
- *

* v FUNCIONAMTENTO EN: NINGUN {CASQ

. » '\J‘ @ ’ f" o,

SENOR EMPRESARIO, %8I SU EMPRESA TIENE ACTIVOS: INFERIORES A 30.000
SMLMV Y UNA  PLANTA' DE PERSONALYDE. MENOS DE- 200" TRABAJADORES, USTED
TIENE DERECHO A RECIBIR:‘UN"DESCUENTO EN ‘EL -PEGO'DE LOS PARAFISCALES DE
75% EN EL PRIMER ANO DE CONSTITUCION DE SU EMPRESA, DE 50% EN EL

SEGUNDO ANO Y DE 25% EN EL TERCER ANO. LEY 590 DE 2000 Y DECRETO 525
DE 2009.

RECUERDE INGRESAR A www. supersociedades.gov.co PARA VERIFICAR SI SU
EMPRESA ESTA OBLIGADA A REMITIR ESTADOS FINANCIEROS., EVITE SANCIONES.

EL SECRETARIO DE LA CAMARA DE COMERCIOQ,
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—_VALOR - % 3,700

DE CONFORMIDAD CON EL DECRETO 2150 DE 1995 Y LA AUTORIZACION IMPARTIDA
POR LA SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAR Y COMERCIO, MEDIANTE EL OFICIO
DEL 18 DE NOVIEMBRE DE 1996, LA FIRMA MECANICA QUE APARECE A
CONTINUACION TIENE PLENA VALIDEZ PARA TODOS LOS EFECTOS LEGALES
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CAVELIER P

ABOGADOS
EDIFICIO SISKI
CARRERA 4a N* T2-35
___BOGOTA 8~ COLOMBIA
REPRESENTACION REPRESENTATION
Yo (nosotros), abajo firmado (s}/I (we), the undersigned
SUNTORY HOLDINGS LIMITED
- 140, Dojimshama 2-chome, Kita-ku,

domicilizdo () (3 s shi, Osaka 530-8203, Japan

en/of
Por el presente nombramos a CAVELIER| Do hereby appoint CAVELIER ABOGADOS, a
ABOGADQS, sociedad colectiva cosmstituida de general partnership organized under the laws of the

conformidad con las leyes de la Repiiblica de Colombis,
mediante Escrtura Péblica No. 6233 del 10 de
septiembre de 1974, otorgada en la Notaria Sexta del
Circulo de Bogotd, domiciliada en Bogoti D.C,, con
matricula mercaatil No. 00820237 y NIT 860041367-3,
domiciliada en la Caera 4a N° 72-35, Bogoti,
Colombia, como nuestra representante en todos los
asuntos de Propiedad Industdal, con facultad para
recibir notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudidales.

CAVELIER ABOGADOS tambien podri
teptesentarnos, con las mismas facultades amiba
indicadas, aate cualesquiera entidades o personas,
ejerzan o no jursdiccidn, autordades administrativas o
jurisdiccionales, trbunales de arbitramento, en asuntos
dc naturaleza civil, comercial, penal, constitucional,
competencia, competencia  desleal,  administrativa,
contencioso administrativa, proteccién del consumidor,
variedades vegetales, nombres de dominio, oposiciones
u observaciones, cancelacién administrativa y judicial,
nulidad, medidas cautelares, concesion de licencias,
acciones de tutels, 1a proteccidn de secretos industriales,

derecho regulatodio y en general para que nos represeate!

ea cualesquiera acciones y procesos que promovamos o
s€ NOs promuevan.

La ‘cepresentante podci, en nuestro nombre, designar
apoderados para actuar ante autoridades administrativas
¥ judiciales, por via ' extrajudicial y también
procesalmente cn nuestto nombre, como demandantes,
como demandados, como litisconsortes, como agentes
oficiosos, como terceros, por llamamieato en garantia o
como intervinientes ad excludendum. Dentro de esta
autonzacién, la representante podri facultar a los
apoderados que ella designe para traosigir, conciliar,
admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir,
tenunciar y  sustituir el poder que se le otorgue. Asi

© CAVELIER ABOGADOS
. WERCIS2IBAD.188153

Republic of Colombia by means of Public Deed No.
6233 of September 10, 1974, granted at Notary Sixth of
the Bogota Circuit, domiciled in Bogota D.C., with
Mercantile Registration No. 00820237 and Taxpayer
Identificaion Number 860041367-3, domiciled at
Carrera 4a N° 72-35, Bogots, Colombia, 2s our
representative for all Industdal Property matters with
faculty to receive notifications and appoint attorneys in
and out of Coutt.

CAVELIER ABOGADOS may also represent us, with
the same faculties stated above, before any entities or
persons, with or without junsdiction, administrative or
junsdictional authomties, courts of arbitration, in civil,
commercial, criminal, constitutional, competition, unfair
competition, administrative, administrative contentious,
consutner protection, plant vadeties, domain names,
opposition or observation matters, administrative and
Court cancellation, nullity, precautionary measures,
licensing, action for writ mandamus, protection of trade
secrets, regu]atory law f""‘ BRGNP TR ERk LS SEaN T
actions and suits inst - ik ¥t 5% HERE

3 R SR N
The representative Ty =il -(—.!-n' :
attomeys to act bcfore administrative and jud.tcml‘[

authontities, through ocut-of-court

party, when summoned to g
mtervener ad excludendum. ey
the representative may empow :-3- e
thereby to compromise, concﬂm& (I the il
case, desist, cancel, receive, mﬂgﬂs 1o U @ the




[} L]

" mismo, la representante tendri la facultad para revocar| representative shall have the faculty of tevoking the
el poder asi otorgado en el momento que considere] power of attorney thus granted at any titme it may deem
. pertinente. La representante en todo caso podtd ratificar| convenient The representative may in any case ratify the

los actos de agentes oficiosos. acts of representatives without a power of attotney.
Dado y firmado hoy/Given and signed this 3rd day of .Jurie, 2011 .
Ea/in Osaka, Japan

Por/by Kazushi Takemoto, Executive General Manager

Firtna/Signature /(‘ 2 /:;:—(Tv

Kazushi Takemoto, Bxecutive General Manager

O B {CRCID DEIBOGOT
0 c*ﬁnworcpnar A oUF A g e
TENDOALAVSTA

2000 ﬁ,afc "n-nﬂﬁn F0EY

© CAVELIER ABOGADOS
WPCI15218/1D.188153



Nota;
PARA SOCIEDADES
El documento de Representacién debers ser firmado

Por el representante legal de la compaiifa. Debers ser
presentado ante, Notario Piblico para que certifique

quc la persona que firma cs quien dice ser, La fitma _

del sefior Notario debers ser lzgalizada*.

Adicionalmente deberd anexarse copia legalizada*

del documente que pruche la  existencia y
representacién legal de la sociedad.

*La legalizacion poded ser por Apostilla si el pafs def
otorgante hace parte de la Convencién de La Haya
del 5 de octubre de 1961 o ante el Cénsul de
Colombia cn caso contratio. Una sola legalizacién
que incluya ambos documentos serfa suficiente.

PARA PERSONAS NATURALES

El documeato de Representacién deberi set firmado
por el otorgante: El Notario Publico deberd certificas
que la persona que firma es quien dice ser,

Postetiormente el documentw de Representacidén
deberd ser legalizado por Apostilla si el pais del
ototgante hace parte de la Convencién de La Haya
del 5 de octubre de 1961 o ante el Cénsul de
Colombia en caso contrario.

© CAVELIER ABOGADQS
_ WPCI5218/1D.188153

/|

Note:
FOR CORPORATIONS

The Representation document should be signed by
the Legal Representative of the company. It shoukd
be produced before a Notary Public, who should
certify that the person signing the same is in fact
who he/she purports to be. The Notary's signature

should then be legalized®.
In addition a Iegalized copy* of the document

proving the existence and legal representation of the
company should also be attached.

*Legalization may be made by Apostilie if the
issuing country is a member of the The Hague
Convention of October 5, 1961, or before the
Colombian Consulate if otherwise. A single
legalization that would include both documents
would be sufficient,

FOR INDIVIDUALS

The Represcntation should be signed by the
graator, The Notary Public should certify that the
pereon signing is who he/she purports to be.

Subsequently, the Representation document should
be legalized by Apostilie if the issuing country is a
member of the The Hague Convention. of Octobet
5, 1361 or before the Colombian Consulate if
otherwise.

COMONOTARI) SEXTONEY
0:CXLRAGO A ousrﬂgé‘u

{OCH i REPINLICALDRIIC

"3 AG0 2011




Registration NO. (JCH. , 2011.

NOTARIAL CERTIFICATE

This is to certify that the signature at the foot of foregoing document is
genuine and authentic signature of Mr. Kazushi TAKEMOTO, Executive
General Manager of SUNTORY HOLDINGS LIMITED, a corporation
existing and organized under the laws of Japan, who has produced suffictent
proof of his power to execute the said instrument on behalf of the

above-mentioned corporation.

Dated this 6th day of July, 2011,

/é&,a%,

HIROSHI \MI&AJI

2-2-2, UCH U AIWAICHO
CHIYODA-KU
TOKYO JAPAN

NOTARY
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Notary

HIROSHI NAKAJIMA
ik i
EREAE, ﬁwﬁ#ﬁ?ﬁﬂﬁA@%%kmﬁ&wﬁmfﬁv PO, F O,
HEDLDTHEZ L #ERT 5,
TH2z3®E7T B 6 @

ﬁ’ﬁfiﬁ

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

HE®EH R E

1. Country: JAPAN

This public decument
2. has beensignedby HIROSHI NAKAJIME
3. acting in the capacity of Notary of the Tokyo Legal Affairs Burg e
4. bears the seal/stamp of HIROSHI NAKAJIMA NOTARY cﬂmuovqou 1A ’3?&’%‘:&5%1"&95

I 00 E_g_p"ti EPuaumg_n: RCoLOME

Zeey S

Certified Sl i
5. atTFokyo 6. JUL -6 2 :‘3 i - 3|A60 2011 :: . R—
7. by the Ministry of Foreign Affairs 1l ;*- kh Eﬁ"c“x?ﬁ‘“m" *‘% K
8 11-N9 002587 T N e T
9. Seal/stamp: 10. Signature
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e For the Minister for Foreign Affa Q




Aparece Documento de Representacion de SUNTORY HOLDINGS LIMITED, con
domicilio en 1-4, Dojimahama 2-chome, Kita-ku, Osaka-shi, Osaka 530-8203{
Japon; dado y firmado el dia 3 de junio, 2011 en Osaka Japén, por Kazushi

Takemoto, Gerente General (aparece firma).
Aparece documento de nota para Sociedades

Registro No. 1294, 2011.
CERTIFICADO NOTARIAL

La presente es para certificar que la firma al pie en el anterior documento es
la firma genuina y autentica del Sr. Kazushi TAKEMOTO, Gerente General de
SUNTORY HOLDINGS LIMITED, una sociedad vigente y organizada de
conformidad con ias leyes de Japon, quien ha producido suficiente prueba de su
facultad para legalizar el dicho instrumento en nombre de la sociedad

anteriormente mencionada.

‘Fechado el dia 6 de Julio 2011
(Aparece firma)

(Aparece sello:
OFICINA DE ASUNTOS LEGALES DE TOKIO, HIROSHI NAKAJIMA
2-2-2, UNC?-ITQE:\I?IAICHO NOTARIO
CHIYODA-KU,
TOKIO, JAPON)
APOSTILLA
(Convencion de La Haya de Octubre 5 de 1961)
1. Pais: JAPON
Este documento publico )
2. ha sido firmado por HIROSHI NAKAJIMA E -E- E
3. actuando en calidad de  Notario de la Oficina de Asuntgs= s :‘;’: £
Legales de Tokio =g iy 33;55
4. Lieva el selloftimbre de  HIROSHI NAKAJIMA, NO ABJE =&
Certifica =™
5. enTokio 6. Julio6, 2011 3
7. por el Ministro de Relaciones Exteriores
8. 11- No. 002587
9. Seiloftimbre: 10.  Firma ' \ |
(Aparece sello: v £ Q\"g\&\ !
MINISTERIO DE (Aparece firma) oo B
o, RELACIONES EXTERIORES, Kazutoyo OYABE i o SNSF
R JAPON) i PR Aol Exteffores 2T
*” 050 e rREruenSAREAS ;‘ ?;;;%3
| i -9 A0 U SR g
r—g’gﬁ_;ﬁﬁ = A“m"-'r' Traductor

1 ;‘5“__...-..“ i .l‘l' i
..---;-..,..‘_1;.-..-__::;__-_‘1.{{.-;_-.}_:_- koG




IMPRESO EN JUNIO DE 2011 POR POLYPRINT EDITORIAL LTCA. - NIT 836.029.958.5
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77700135

eI

632970

SR

documento de representacion otorgado el dia 03 de Junio
de 2011 ﬁ/or SUNTORY HOLDINGS LIMITED, documento
que esta debidamente legalizado por Apostilla ---------~----—-
Presente la sefiora ADRIANA ZAPATA GIRALDO

domiciliada en Bogota, identificada como aparece al pie de

su firma y manifesté que esta conforme con el contenido

de esta escritura publica. e T BT

OTORGAMIENTO Y AUTORIZACION. Leido, el presente instrumento publico por

el otorgante, dio su asentimiento y en prueba de ello lo firma junto con la suscrita

Notaria quien en esta forma 10 autoriza. -----------==-eeeeemnae--.
DERECHOS NOTARIALES: $ 44,000 ¢ = — S —
IVA:$ 34,688 -{ e T e
RECAUDO SUPERINTENDENCIA: $3.700.00 --- mermmmame oo
RECAUDO FONDOC NACIONAL DE NOTARIADO: $3.700.00 --~-----=s--sr-rmmmmmncans
RESOLUCION 11621 DE DICIEMBRE 22 DE 2010 MODIFICADA MEDIANTE
RESOLUCION 11903 DE DICIEMBRE 30 DE 2010 w--sreerremmreresseraseemasenmcecees
PAPEL NOTARIAL: El presente instrumento publico se extendio’ y firmé en las
hojas de papel notaria! nimeros: 7-7001{5-632963 ?-700135-632970- -----

o B
DRIANA ZARATA GIRALDO

CLC.S/p ¢S/

TEL. 3433 |
Representante Legal de CAVELIER ABOGADOS

PAPEL DE USO EXCLUSIVO DEL PROTOCOLO NOTARIAL . NO TIENE COSTO PARA EL USUARIO

[3




¥

NOTARIA(0) SEXTA(O) (s) (E) 7/DE BOGOTA, D.C.

Elaboré: | Angelica. PE.Cavelier
Identificé:

Revisd: Qk X

Corrd - HE'
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ES FIEL Y DECIMA SEGUNDA COPIA ( FOTOCOPIA ) TOMADA DE LA
ESCRITURA PUBLICANUMERO 4017 DE FECHA AGOSTO 09 DE 2011,

COPIA QUE EXPIDO CON DESTINO AL INTERESADO EN 09 HOJAS RUBRICADAS
EN SUS MARGENES, LA CUAL CARECE DE NOTAS DE REVOCATORIA |
MODIFICACION, O SUSTITUCION |, POR TANTO SE PRESUME VIGENTE EL
PODER EN ELLA CONTENIDO.

BOGOTA, D.C. OCTUBRE 06 DE 2011

RESOLUCION 01 DE 2008

NOTARIA SEXTA
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(43) BB D
2010 48 10 A 28 H(28.10.2010) PCT WO 2010/122849 Al

1) BERSrAE: W TEETEFMA Ibaaki OP). A B
CI2N 15/29 (2006.01)  AOLH 5/00 (2006.01) (TANAKA, Yoshikazu) [JP/IP]; T 6188503 ABRFF=
AOQIH 1/08 (2006.01) CI2N 5/10 (2006.01) BRSFMENE 1 -1 - 1YL FY—BIR
@y BELEES: PCT/IP2010/053904 T3 _i Osaka (IP). _
@2 EEHER: 2010 £ 3 B 9 A(09.03.2010) Y rgﬁlg ﬁ%’%‘ %ﬁgﬂ;} %‘%()EK%. é“sgsg “ j;.;')‘ £
25) ERHBOEE: BAREE /3 7HRENBHIFHEREERR Tokyo JP).
26) B LRDEE: BXE @) EBEE (ETOLWEY., £ETOBHEOERRFR

A ETHE): AE, AG, AL, AM, AO, AT, AU, AZ, BA,

@) BEET—5: BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CL, CN. CO,

458 2009-107054 2009 £ 4 A 24 H(24.04.2009) P CR. CU, CZ, DE, DK, DM, DO, DZ, EC. EE. EG. ES, FL,
1) HEA CKEER (2 TOETREIZONT) I8 GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN, HR. HU, ID, IL, IN, IS,
UABEARE - REEXREHRAFRME 0 KE KG KM, KN KP KR, KZ LA, LG, LK, LR,
(National Agriculture and Food Research Organiza- LS, LT, LU, LY, MA, MD, ME, MG, MK, MN, MW,
ion) (PP}, T 3058517 R R > < (EHHEL 3 MX, MY, MZ, NA, NG, NI NO, NZ. OM. PE. PG. PH,
—1—1 Taraki (). o ) —R— A F o > PL, PT, RO, RS, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, ST,
5 2% %’?i(Suntory Holdings Limited) [JP/IP]; T SV, 8Y, TH, T, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ,
5308203 AR AT ILREBE-TE 154 VC, VN, ZA, ZM, ZW.
=] —
0+ Osaka (JP). 84) IHEE (RROLGVEY. 2TOBREOGER
72 RBE LU i A BT HE): ARIPO (BW, GH, GM, KE, LS, MW, MZ,
(75) RBAEMHBEA CREICOWTOH) BE @ NASD SL S22, UG, IM, ZW), 3 — 3T > 7
(NODA, Naonobu) [JP/JP]; T3058519 HIFRE D ¢ if (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, T™), 3~ ¥ /\
HIEAR 2 — 138 E?i’&}%)\%% Y] $%E (AT, BE, BG, CH,CY, CZ, DE, DK, iE, EES, FI, FR, GB,
ﬁﬁﬁﬁ‘%ﬁﬁ%#&fﬁ ?E% Bf%?,ﬁﬁl*l Ibaralu (JP) ﬁiﬂ GR, HR, [IU. [E, IS, IT, LT, LU, LV, MC, MK, MT, NL,
il 12 S ihm NO, PL, PT, RO, SE, SI, SK, SM, TR). OAPI {(BF, BJ,
= A AR (AIDA, Ryutaro) [JP/JP]; T 3058519 Z 12
SCEREAD — 1T REARE - &8 CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN,

EXRNLATRENE TEEHEFAA Dbanki TD, TG).

(p). BA tﬁ% ﬁ(glifflf:_ftéo;;a Sana%[ﬂ’/ﬂ’%& ; BT HEE:

3058519 &R D { id 2 — 1 3R3TITIEG = &

k%% . ﬁﬁ:f‘i%ﬁm- \%E}?‘Hﬂﬂg E%&H’ @ﬁgﬁﬁﬁn (%ﬁ‘a% 2] %(3))

TN Tharaki OP). XE (T AOHMIYA, Ake- — BAHIEORBEOH?E LTRLEZEFHNY R
mi) [JP/IP]; T3058519 RFEE D IEHEE 2 — (#R 81 5.2(a))

1TRITREARE - BREERTLEHR

E

3

(34) Title; METHOD FOR PRODUCTION OF CHRYSANTHEMUM PLANT HAVING DELPHINIDIN-CONTAINING
PETALS

54 READZBIM - T SOV ERERICEFTT SR VBN ELET SFF

(57) Abstract: Disclosed are: a method for producing a chrysanthemum plant having delphinidin-containing petals using a tran-
scription regulation region for a chrysanthemum-derived flavanone 3-hydroxylase (F3H) gene; and a chrysanthemmum plant, a
progeny or a vegetative proliferation product of the plant, or a part or a tissue of the plant, the progeny or the vegetable prolifera-
tion product, particularly a petal or a cut flower of the plant. In the method for producing a chrysanthemum plant having delphini-
din-containing petals, a flavonoid 3',5'-hydroxylase (F3'5'H) is caused to be expressed in a chrysanthemum plant using a transcrip-
tion regulation region for a chrysanthemum-derived Nlavanone 3-hydroxylase (F3H) genc.
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DESCRIPCION

METODO PARA PRODUCCION DE UNA PLANTA DE CRISANTEMO QUE
TIENE PETALOS QUE CONTIENEN DELFINIDINA

CAMPQO TECNICO

[0001]

La presente invencion se refiere a un método para producir una planta de
crisantemo que contiene delfinidina en sus pétalos, utilizando la regién reguladora
de transcripcion del gen de la flavanona 3-hidroxilasa (F3H) derivado de
crisantemo, un acido nucleico de esa region reguladora, un vector de expresion o
casete de expresion que contiene ese acido nucleico, y una planta de crisantemo,
su progenie o producto de proliferacion vegetativa, o una parte o tejido de la
misma vy, particularmente, un pétalo o flor cortada de la misma, en la cual se ha

introducido esa region reguladora.

ARTE PREVIO

[0002]

El uso de ia tecnologia de transformacion genética hace posible impartir
nuevos rasgos a las plantas expresando un gen Uil en una planta diana. Una
amplia gama de plantas genéticamente modificadas producidas de esta manera ya
han sido cultivadas. Puesto que la regulacion de la expresion de genes esta
principalmente controlada en el nivel de franscripciéon, la regulacion de Ia
transcripcidn es la mas importante en términos de regular la expresiéon de genes.
En otras palabras, expresar un gen en un momento apropiado, en un tejido
adecuado y con una potencia correspondiente es importante para producir una
planta genéticamente modificada, industrialimente util. En muchos casos, la
transcripcion se controla por una secuencia de ADN en la regién no traducida &' de
un marco de lectura abierto. Una region de ADN, que determina el sitio inicial de
transcripcion del gen y regula directamente su frecuencia, se denomina un
promotor. Un promotor se encuentra localizado en un coddn de iniciacién
conformado por varias decenas de pares de bases (bp) en la regién no traducida
5"y, frecuentemente, contiene una caja TATA, y similares. Un elemento cis que
une varios factores reguladores de transcripcion se encuentra igualmente presente

en la regién no traducida ', y su presencia sirve para controlar el momento

(%
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oportuno de transcripcion, el tejido en el cual tiene lugar la transcripcion y la
potencia de la transcripcion. Los factores reguladores de transcripcion se
clasifican en muchas familias de acuerdo con su secuencia de aminoacidos. Por
ejemplo, ejemplos de familias bien conocidas de factores reguladores de
transcripcion incluyen el factor regulador de transcripcidon Myb vy el factor regulador
bHLH (basico hélice-bucle-hélice). En la actualidad, los términos factor regulador

de transcripcion y promotor se usan frecuentemente con el mismo significado.

[0003]

Las antocianinas, que constituyen los principales componentes del color de
una flor, son un miembro de metabolitos secundarios, denominados
genéricamente flavonoides. El color de las antocianinas depende de su
estructura. En ofras palabras, el color se vuelve azul a medida que aumenta el
numero de grupos hidroxilo del anillo B de las antocianidinas, que es el croméforo
de las antocianinas. Ademas, a medida que aumenta el nimero de grupos acilo
aromaticos (tales como los grupos cumaroilo o ios grupos cafeolilo), que modifican
la antocianina (es decir, la longitud de onda de absorbencia maxima cambia a una
longitud de onda més larga), el color de la antocianina se vuelve azul, y se sabe
que aumenta la estabilidad de la antocianina (véase Documento 1 Distinto de
Patente).

Considerable investigacion se ha conducido acerca de estas enzimas y los
genes que codifican estas enzimas involucradas en la biosintesis de antocianinas
(véase Documento 1 Distinto de Patente). Por ejemplo, un gen de una enzima
que cataliza una reaccion, mediante la cual un grupo acilo aroméatico se transfiere
a antocianina, se obtiene de la genciana japonesa, lavanda y petunias (véase
Documento de Patente 1 y Documento de Patente 2). Un gen de una enzima
involucrada en la sintesis de antocianina que se acumula en las hojas de la perilla
roja  (malonilshisonina,  3-0O-(6-O-(E)-p-cumaroil-3-D-glucopiranosil)-5-0-(6-0O-
malonil-B-D-glucopiranosil)-cianidina) (véase Documento 2 Distinto de Patente) se
ha divulgado previamente en hidroxicinnamoil CoA: gen de la antocianina-3-
glucésido-grupo acilo aromético transferasa (3AT) (o, designado mas simplemente
como "el gen de la antocianina-3-aciltransferasa (3AT) de shiso (perilla)") (vease
Documento de Patente 1). Ma&s adn, se han conseguido igualmente
descubrimientos con respecto a la regulacion de transcripcion (control) de genes
biosintasa de antocianinas. Secuencias de elementos c¢is unidos por el factor
regulador de transcripcién Myb y el factor regulador de transcripcion bHLH estan

presentes en la region reguladora de transcripcion localizada en la region &' de los
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codones de iniciacion de estos genes. El factor regulador de transcripcion Myb y
el factor regulador de franscripcién bHLH son conocidos por controlar la sintesis
de antocianinas en petunias, maiz y perilla (véase Documento 1 Distinto de
Patente).

[0004]

Los promotores (tambien designados como regiones reguladoras de
transcripcion) responsables de la transcripcidn de genes en plantas estan
conformados por los denominados promotores constitutivos, fos cuales funcionan
en cualquier tejido y en cualquier momento, tal como en la etapa evolutiva,
promotores especificos de érganosi/tejidos, los cuales funcionan (nicamente en
organos y tejidos especificos, y promotores especificos del momento, los cuales
Unicamente se expresan en un momento especifico de la etapa evolutiva. Los
promotores constitutivos se utilizan frecuentemente como promotores para
expresar genes utiles en plantas geneticamente modificadas. Ejemplos tipicos de
promotores constitutivos incluyen el promotor del virus mosaico del coliflor 35S
(abreviado tambien como promotor CaMV35S) y construccidn de promotores
sobre la base de los mismos (véase Documento 3 Distinto de Patente), y promotor
Mac1 (véase Documento 4 Distinto de Patente). En plantas, sin embargo, muchos
genes se expresan Unicamente en tejidos u 6rganos especificos 0 se expresan
especificamente con respecto al momento. Esto sugiere que la expresion de
genes, especifica de tejidos/organos o especifica del momento, es necesaria para
las plantas. Existen ejemplos de recombinacion genética de plantas, que utilizan
tales regiones reguladoras de transcripcion, especificas de tejidos/érgancs o
especificas del momento. Por ejemplo, existen ejemplos de proteina que se
acumula en semillas utilizando una region reguladora de transcripcion especifica

de la semilla.

[0005]

No obstante, aunque las plantas producen flores de varios colores, existen
pocas especies capaces de producir flores de todos los colores debido a
restricciones genéticas sobre esa especie. Por ejemplo, no existen variedades de
rosa o clavel en la naturaleza que sean capaces de producir flores azules o
purpuras. Esto se debe a que las rosas y los claveles carecen del gen de la
flavonoide 3',5'-hidroxilasa, requerido para sintetizar la antocianidina, delfinidina, ia
cual se sintetiza por muchas especies que producen flores azules y purpuras.

Mediante transformacién con el gen de la flavonocide 3',5'-hidroxilasa de petunia o

(9
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pensamiento, por ejemplo, que son especies capaces de producir flores azules y
purpuras, en estas especies, puede hacerse que estas especies produzcan flores
azules. En el caso de claveles, la region reguladora de transcripcion del gen de la
chalcona sintasa, derivado de la cabeza de dragdén comun o petunia, se utiliza
para transcribir el gen de la flavenoide 3',5'-hidroxilasa, derivado de la cabeza de
dragébn comun o petunia. Ejemplos de plasmidos que contienen la regién
reguladora de transcripcion del gen de la chalcona sintasa, derivado de la cabeza
de dragén comuin o petunia, incluyen los plasmidos pCGP485 y pCGP653
descritos en el Documento de Patente 3, y ejemplos de plasmidos, que contienen
una region reguladora de transcripcion constitutiva, incluyen el plasmido PCGP628
(que contiene un promotor Mac1} y el plasmido pSPB130 (que contiene un
promotor CaMV35S al cual se afade el potenciador E12) descrito en el
Documento de Patente 4.

[0006]

Sin embargo, es dificil predecir con qué potencia funcionan tales
promotores en plantas recombinantes para ser capaces de producir un fenotipo
diana. Ademas, puesto que usar repetidamente el mismo promotor para expresar
una pluralidad de genes extrafios puede causar silenciamiento de genes, se cree
que esto debe evitarse (véase Documento 5 Distinto de Patente).

Por consiguiente, aunque se han utilizado varios promotores para cambiar
el color de la flor, se necesita un promotor util correspondiente a la planta
hospedera y al objetivo, con el fin de cambiar posteriormente a un color de flor

diferente.

[0007]

En particular, plantas de crisantemo (también designadas simplemente
como crisantemos) representan alrededor del 30% de todas las ventas mayoristas
de flores en todo el Japdén (Resumen de Resultados de la Investigacion del
Mercado Mayorista de Plantas de Floracion 2007, Ministerio de Agricuitura,
Silvicultura e Industrias Pesqueras), haciendo de estas plantas un producto
importante, cuando se c¢omparan c¢on rosas las cuales representan
aproximadamente 9% vy los claves que representan aproximadamente 7%.
Aunque los crisantemos vienen en colores de flores incluyendo blanco, amarillo,
anaranjado, rojo, rosado y rojo purpura, no existen variedades o variedades
silvestres estrechamente relacionadas, que produzcan colores azulados tales

como las que tienen un color azul o purpura.
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Por consiguiente, un objetivo de la propagacion selectiva de flores azuladas
es estimular una nueva demanda. El color de la flor de crisantemo se expresa
debido a una combinacion de anfocianinas y carotenoides. Las antocianinas son
capaces de expresar varios colores debido a diferencias en la estructura de la
antocianidina que sirve como la cadena principal basica, y diferencias en la
modificacion por azdcares y acidos organicos. No obstante, se sabe que existen
dos tipos de antocianinas que regulan el color de la flor de crisantemo en el cual la
cianidina en la posicién 3 se modifica por glucosa y acido malénico (cianidina 3-O-
(6"-O-monomalonil-B-glucopiranésido y 3-0-(3",6"-O-dimalonil-B-glucopirandsido)
(véase Documento 6 Distinto de Patente). Adicionalmente, estas estructuras son
comparativamente simples (véase FIG. 1). Esto hace que la gama de colores de
flor atribuibles a las antocianinas en crisantemos sea extremadamente estrecha.
No obstante, aunque la expresién del color azulado es principalmente el resultado
de antocianinas, puesto que no existe gen que codifiqgue la enzima clave de la
flavonoide 3',5'-hidroxilasa (F3'5'H) en crisantemos, la antocianina a base de
delfinidina, que produce el color azul, no se biosintetiza en crisantemos (véase
FIG. 1). Por consiguiente, se ha buscado el desarrollo de una tecnologia para
controlar la expresidon de antocianinas de crisantemo empleando técnicas de
ingenieria genética, con el fin de poder obtener un crisantemo que produzca flores
azuladas modificando el pigmento a base de antocianina, que se acumula en los

pétalos del crisantemo.

[0008]

Como se describié previamente, aunque los crisantemos son la planta de
floracion mas importante en el Japén, puesto que son hexaploides, lo cual resulta
en una ploidia elevada, y tienen un tamafo de genoma grande, ademas de tener
una baja eficiencia de transformacion, puesto que pueden causar asimismo
silenciamiento (desactivacién) de transgenes, no es facil obtener crisantemos
genéticamente modificados, capaces de expresion de transgenes estables. En
crisantemos transformados con el gen de la B-glucuronidasa {GUS) acoplado al
promotor CaMV358S, la actividad del gen GUS es aproximadamente un décimo el
del tabaco transformado con el mismo gen, y se ha informado que esa actividad
disminuye en casi todos los individuos después de pasados 12 meses luego de la
transformacién (véase Documento 7 Distinto de Patente). Aunque se ha divulgado
que se ha obtenido un promotor de una proteina ligada a clorofila a/b, que
funciona favorablemente en crisantemos, con el fin de expresar establemente un

gen exdgeno en crisantemos, este promotor no es apropiado para expresar genes
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en pétalos de flor, en los cuales hay presente poca clorofila (véase Documento 8
Distinto de Patente). Adicionalmente, cuando el gen GUS acoplado al promotor
del factor 1 de alargamiento del tabaco (EF1e) se transforma en crisantemos, se
ha informado que el gen GUS se expresa en hojas y pétalos incluso después de
transcurridos 20 meses o mas (véase Documento 9 Distinto de Patente). Mas
aun, existen también ejemplos de una vida de flor prolongada expresando un gen
de receptor de etileno mutante en crisantemos (véase Documento 10 Distinto de
Patente), del cambio de la forma de una flor suprimiendc la expresién del gen
AGAMOUS del crisantemo (véase Documento 11 Distinto de Patente), y del
aumento de la expresion de genes exdgenos en crisantemos (véase Documento
12 Distinto de Patente) utilizando un potenciador de traduccion de la alcohol

deshidrogenasa del tabaco (véase Documento de Patente 7).

[0009]

Por otro lado, aunque ha habido ejemplos de alteracion exitosa del color de
la flor del crisantemo por recombinacion geneética, incluyendo un informe de haber
cambiado flores rosadas en flores blancas suprimiendo el gen de la chalcona
sintasa (CHS) mediante co-supresion (véase Documento 13 Distinto de Patente), y
un informe de haber cambiado flores blancas en flores amarillas suprimiendo la
dioxigenasa de escision de carotenocide (CCD4a) por ARNi (véase Documento 14
Distinto de Patente), todos estos métodos involucran la alteraciéon del color de la
flor suprimiendo la expresion de genes enddgenos, y no ha habido ejemplos
exitosos de alterar el color de la flor mediante sobre-expresion de genes
exogenos, asi como tampoco ejemplos de haber realizado un cambio en la
estructura de la antocianina o un cambio concomitante en e! color de la fior.

[0010]

Aunque se han referido intentos de alterar ei color de la flor mediante sobre-
expresion de un gen exdgeno, que involucran la transformacién con un gen que
codifica F3'5'H, la cual es una enzima requerida para la sintesis de delfinidina
(véase Documento de Patente 5 y Documento 15 Distinto de Patente 15), la
deffinidina producida debido a la accién del gen F3'S'H transfectado se acumula en
los pétalos en rayos, y no hay informes de la produccién de crisantemos azulados.
En crisantemos, incluso si F3'5'H se expresa con el promotor CaMV35S, no se
observa la produccion de delfinidina (véase Documento 15 Distinto de Patente).
Adicionalmente, la expresion de un gen expresado con el promotor CaMV35S es
inapropiado para expresion estable y, por ejemplo, termina disipando el
crecimiento concomitante del transformante de crisantemo (véase Documento 7

22
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Distinto de Patente). EI promotor Lhca3.St.1 de papa (véase Documento 16
Distinto de Patente), el promotor UEP1 de crisantemo (véase Documento 17
Distinto de Patente) y el promotor EF1a del tabaco (véase Documento de Patente
6 y Documento 9 Distinto de Patente), por ejemplo, han sido desarrollados para
uso como promotores que permiten la expresion eficiente y estable de genes
exogenos en los pétalos en rayos de los crisantemos. Sin embargo, no ha habido
informes describiendo la alteracion del color de ia flor de crisantemo mediante
sobre-expresion de un gen exdgeno utilizando estos promotores. Sobre la base
de lo anterior, con el fin de producir crisantemos en los cuales se ha alterado el
color de la flor por recombinacién genética, es necesario establecer una tecnologia
para controlar ta expresion de genes de biosintesis de flavonoides, incluyendo el

desarrollo de un promotor apropiado para crisantemos.

[0011]

Aungque la expresién de genes se controla principalmente por regiones
reguladoras de transcripcion, se conocen fambién secuencias que mejoran la
traduccion de ARNm. Por ejemplo, se sabe que la secuencia omega derivada del
virus mosaico del tabaco aumenta la eficiencia de traducciéon de genes
heter6logos acoplados a la secuencia omega tanto in vitro como in vivo (véase
Documento 18 Distinto de Patente). Ademas, se sabe que una secuencia
(ADH200) presente en la regidn no traducida &' de la alcohol deshidrogenasa del
tabaco (NtADH5'UTR) contribuye a una estabilidad mejorada de la expresion de
genes heterélogos (véase Documento 7 de Patente). Asimismo, en el caso de
acoplar un potenciador de traduccién de 94 bp (ADHNF, véase Documento 8 de
Patente) presente corriente abajo de esta secuencia al extremo 3' del promotor
CaMV35S y posterior transformacion con un casete de expresion acoplado con el
gene GUS, se ha informado que esta secuencia contribuye a una eficiencia de
traduccién cada vez mayor en crisantemos (véase Documento 12 Distinto de
Patente). No obstante, no existen ejemplos de que esta secuencia se haya usado
para cambiar el color de la flor alterando la estructura y la composicion de
flavonoides. Puesto que es necesario expresar un gen heterologo en células
epidérmicas, en las cuales se acumulan principalmente flavonoides y antocianinas,
con el fin de alterar el color de |a flor, es dificil inferir de resultados convencionales
si NtADHS5'UTR (ADH200 o el potenciador de traduccion ADHNF) es efectivo o no

para alterar el color de la flor.

Documentos del Arte Previo
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Documento 18 Distinto de Patente: Nucleic Acids Research, 15, 3257-3273,
1987

SUMARIO DE LA INVENCION

Problemas a Solucionarse por la Invencion

[0014]

Un objeto a solucionar por [a presente invencidon es proveer un método para
producir una planta de crisantemo, que contiene delfinidina en sus pétalos,
utilizando la regidon reguladora de transcripcion del gen de la flavanona 3-
hidroxilasa (F3H) derivado de crisantemo, y una planta de crisantemo, su progenie
o producto de proliferacidon vegetativa, o una parte o tejido de la misma v,
particularmente, un pétalo o flor cortada de la misma, transformada con esa region

reguladora.

Medios de Solucionar los Problemas
[0015]

Como resultado de conducir estudios extensivos para solucionar los
problemas ya mencionados, los inventores de la presente invencién descubrieron
que cuando el gen de la flavonoide 3'5-hidroxilasa (F3'5'H) se expresa en
crisantemo utilizando una region reguladora de transcripcion de la flavanona 3-
hidroxilasa (F3H) derivada de crisantemo, se acumula una gran cantidad de
delfinidina en sus pétalos, cambia el color de la flor, y el color de la flor cambia
debido a una acumulacion aun mayor de delfinidina como resultado de agregar un
potenciador franslacional derivado del gen de la alcoho! deshidrogenasa del
tabaco, y confirmo su utilidad mediante experimentacién, llevando asi al
perfeccionamiento de la presente invencion.

En ofras palabras, la presente invencion es como se describe a

continuacion.

[0016]

[1] Un método para producir una planta de crisantemo que contiene delfinidina
en sus pétalos, método que incluye el paso de expresar la flavonoide 3'.5'-
hidroxilasa (F3'5'H} en una planta de crisantemo, utilizando como una regién
reguladora de transcripcion un acido nucleico seleccionado del grupo conformado
por:

(1) un acido nucleico que contiene la secuencia nucleotidica indicada en
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SEQID NO. 34 0 SEQ ID NO. 87;

(2) un acido nucleico capaz de funcionar como una region reguladora de
transcripcion del gen de la flavanona 3-hidroxilasa (F3H), derivado de crisantemo,
y que contiene una secuencia nucleotidica en el cual la secuencia nucleotidica
indicada en SEQ ID NO. 34 o SEQ ID NO. 87 se ha modificado por la adicion,
delecidn y/o sustitucion de uno o varios nucledtidos;

(3) un acido nucleico capaz de funcionar como una region reguladora de
transcripcion del gen de la flavanona 3-hidroxilasa (F3H), derivado de crisantemo,
y capaz de hibridarse bajo condiciones de alta restriccién con un acido nucleico
compuesto por una secuencia nucleotidica complementaria a la secuencia
nucleotidica indicada en SEQ |D NO. 34 0 SEQ ID NO. 87; vy,

(4) un acido nucleico capaz de funcionar como una region reguiadora de
transcripcion del gen de la flavanona 3-hidroxilasa (F3H), derivado de crisantemo,
y que tiene una identidad de secuencia de por lo menos 90% con la secuencia
nuclectidica indicada en SEQ 1D NO. 34 o SEQ ID NO. 87.

[0017]
[2] El método descrito en el anterior numeral [1], en donde la flavonoide 3',5'-
hidroxilasa (F3'5'H) se deriva de ia campanilla (campanula), cineraria, verbena y

pensamiento #40.

[0018]
[3] El método descrito en los anteriores numerales [1] o [2], en donde un
potenciador translacional derivado del gen de la alcohol deshidrogenasa dei

tabaco se usa también adicionalmente a la regidn reguladora de transcripcion.

[0019]
(4] El metodo descrito en cualquiera de los anteriores numerales [1] a {3], en
donde se utiliza un vector de expresidon o casete de expresién, en el cual el
potenciador translacional se acopla directamente a un codon de iniciacion del gen
F3'5'H.

[0020]
[5] Ei método descrito en cualquiera de los anteriores numerales [1] a [4], en
donde el contenido de delfinidina en los pétalos es 25% en peso 0 mas del peso

total de las antocianidinas.
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[0021]

[6] Una planta de crisantemo, su progenie, o producto de proliferacion
vegetativa, parte o tejido de la misma, que contiene el Acido nucleico descrito en el
anterior numeral [1] o producido de acuerdo con el método descrito en cualquiera

de los antericres numerales [1] a [5].

[0022]
(7] La planta de crisantemo, su progenie, o producto de proliferacion
vegetativa, parte o tejido de la misma, descritos en el anterior numeral [6], a cual

es una flor cortada.

i8] Un producto procesado de una flor cortada utilizando la flor cortada descrita

en el anterior numeral [7].

Efectos de la Invencion

[0023]

De acuerdo con la presente invencion, se determind que cuando el gen de
la flavonoide 3',5-hidroxilasa (F3'5'H) se expresa en crisantemo utilizando la
region reguladora de transcripcion de la flavanona 3-hidroxitasa (F3H) derivada de
crisantemo, se acumula mas delffinidina en los pétalos de la flor que en el caso de
usar otro promotor, y cuando el color de la flor se vuelve mas azul, se acumula
una cantidad aun mayor de delfinidina, como resultade de agregar un potenciador
de transcripcion, derivado del gen de la alcohol deshidrogenasa del tabaco,

haciendo en esa forma que el color de la flor se vuelva ain mas azul.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0024]

FIG. 1 es un diagrama esquematico de la ruta de bicsintesis de flavonoide
en crisantemo transformado con el gen F3'5'H.

FIG. 2 es un diagrama esquematico de un vector binario para introducir el
gen F3'5'H.

FIG. 3 indica el color de la flor y la relacion del contenido de delfinidina en
individuos  transformados con  chrysanthemum  F3Hpro::ADHNF-F3'5'H-
bellflower::NOSfer.

FIG. 4 indica el proceso de construccion de pBI121 chrysanthemum

2+
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F3Hpro1k::ADHNF- F3'5'H-bellflower::NOSter.

INCORPORACIONES DE LA INVENCION

[0025]

La presente invencion se refiere a un método para producir una planta de
crisantemo que contiene delfinidina en sus pétalos, método que incluye
transformar crisantemo con un vector que contiene un casete génico que ocasiona
la expresién de la flavonoide 3',5'-dehidroxilasa (F3'5'H) por la regién 5' de un gen
que codifica la flavanona 3-hidroxilasa (F3H) de crisantemo ({también designado
como "CmF3Hpro" ¢ "chrysF3H5™). El casete génico contiene preferiblemente un
potenciador translacional derivado del gen de la alcchol deshidrogenasa del
tabaco (véase la parte inferior de FIG. 2). El contenido de delfinidina en los
pétalos de la flor es preferiblemente 25% en peso 0 mas del peso total de las
antocianidinas, y el color de los pétalos de la flor se altera hacia el azul. La
presente invencion se refiere igualmente a una planta de crisantemo, su progenie,
o producto de proliferacion vegetativa, parte o tejido de la misma, producida de
acuerdo con ese método o que contiene CmF3Hpro. La parte o tejido es
preferiblemente un pétalo de la fior o una flor cortada.

En la presente descripcién, un "casete de expresion" se refiere a un
fragmento de ADN en el cual un promotor y un terminador se acoplan a acidos

nucleicos arbitrarios.

[0026]

De acuerdo con la presente invencion, puesto que el gen F3'6'H se expresa
en pétalos en rayos de crisantemo, y que la proteina de la enzima se sintetiza y
funciona, puede producirse un crisantemo que tiene un color de flor azulado,
permitiendo que se sintetice y acumule una anfocianina a base de delfinidina.
Aunque se confirmé la acumulacion de delfinidina (max. 5.4%) en el caso de
utilizar RoseCHSpro {promotor del gen de la chalcona sintasa (CHS) de rosa), R.
rugosa DFRpro (promotor del gen de la dihidroflavonol-4-reductasa (DFR) de rosa
Rugosa), R. rugosa F3Hpro (flavanona 3-hidroxilasa (F3H) de R. rugosa) o Viola
F3'5'H#40pro (promotor del gen F3'S'H del pensamiento) para el promotor
contenido en el casete génico utilizado para expresar F3'5'H (véase Tabla 1), esto
no llevé a que el color de la flor se volviera azulado. En consecuencia, como
resultado de conducir repetidamente experimentos de expresion en F3'6'H

utilizando varios tipos de promotores, con el fin de descubrir un promotor efectivo
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para potenciar la acumulacién de delfinidina en pétalos de la flor de crisantemo y
hacer azulado el color de la flor, se determind que CmF3Hpro era un promotor
efective. El uso de CmF3Hpro hizo posible mejorar la acumulacion de delfinidina,
en comparacion con el caso de usar otros promotores (véase Tabla 1, media:
31.4%, max.: 80.5%), y llevo a la obtencidn de un color de flor azulado (véase FIG.
3, carta de colores RHS 79A, 77A, 72A y 72B). Ademas, dentro del gen F3'5'H
expresado por CmF3Hpro, se descubrié que F3'5'H derivada de campanilla (indice
de acumulacion de delfinidina: max. 81%), cineraria (indice de acumulacién de
delfinidina: max. 36%), verbena y pensamiento (indice de acumulacién de
delfinidina: max. 27% a 28%) tenia la capacidad de cambiar el color de la flor de
crisantemo a purpura. Mas aun, la transformacion con un casete génico
directamente acoplado con el potenciador translacional ADH de tabaco (véase
Documento de Patente 8) fue exitosa en alterar el color de la flor permitiendo que
antocianina, que tiene delfinidina para su cadena principal basica, se acumulara
eficientemente en pétalos en rayos de crisantemo (véase Tabla 1, FIG. 3).
Ademas, acoplamiento directo se refiere a acoplamiento sin contener una

secuencia de acido nucleico adicional entre un polinucleétido y otro polinuciéotido.

[0027]

Un ejemplo de una regién reguladora de transcripcion de acuerdo con la
presente invencion es un acido nucleico compuesto por una secuencia
nucleotidica indicada en SEQ ID NO. 34 0 SEQ ID NO. 87. Sin embargo, se cree
asimismo que un promotor compuesto de una secuencia base, en la cual varios
nucledtidos (1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10) se han agregado, eliminado y/o sustituido
en un acido nucleico compuesto por una secuencia nuclectidica indicada en SEQ
iD NO. 34 o SEQ ID NO. 87, mantiene una actividad similar a la de! promotor
original. En consecuencia, 1a region reguladora de transcripcién de acuerdo con la
presente invencién puede ser también un acido nucleico compuesto por una
secuencia nucleotidica, en la cual varios nucleédtidos se han agregado, eliminado
y/o sustituidos en la secuencia nucleotidica indicada en SEQ ID NO. 34 0 SEQID
NO. 87 siempre y cuando el acido nucleico sea capaz de funcionar como una
reqion reguladora de transcripcion del gen de la flavanona 3-hidroxilasa {F3H)

derivado de crisantemo.

[(0028]
La regidn requladora de transcripcién de acuerdo con la presente invencion

puede ser también un acido nucleico capaz de funcionar como una regién
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reguladora de transcripcién del gen de la flavanona 3-hidroxilasa (F3H) derivado
de crisantemo y capaz de hibridarse bajo condiciones de alta restriccidon con la
secuencia nucleotidica indicada en SEQ ID NO. 34 o SEQ ID NO. 87, o un &cido
nucleico capaz de funcionar como una region reguladora de transcripciéon del gen
de la flavanona 3-hidroxilasa {F3H) derivado de crisantemo y tiene una identidad
de secuencia de por lo menos 90% con la secuencia nucleotidica indicada en SEQ
ID NO. 34 0 SEQ ID NO. 87.

[0029]

Ejemplos de estos acidos nucieicos incluyen acidos nucleicos compuestos
por secuencias nucleotidicas que tienen una identidad de secuencia con la
secuencia nucleotidica indicada en SEQ ID NO. 34 de preferiblemente airededor
de 70% o mas, mas preferiblemente alrededor de 80%, 81%, 82%, 83%, 84%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 80%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% o 98%
y, muy preferiblemente, alrededor de 99%.

[0030]

En esta especificacion, condiciones de restriccién se refieren a condiciones
de hibridacién facilmente determinadas empiricamente por una persona de
habilidad ordinaria en el arte, dependientes por lo general de la longitud de |a
sonda, la temperatura de lavado y la concentracion salina. En general, la
temperatura para una hibridacion apropiada se hace mas alta en la medida en que
la sonda sea mas larga, y la temperatura se hace mas baja entre mas corta sea la
sonda. Por lo general la hibridacion depende de la capacidad del ADN
desnaturalizado de hibridar en el caso de que esté presente una hebra
complementaria en un ambiente a una temperatura cerca de su temperatura de
fusion, o por debajo de ella. Mas especificamente, un ejemplo de condiciones de
baja restriccién consiste de un lavado, etc., en solucién 0.1% SDS a 5 x SSC bajo
condiciones de temperatura de 37°C a 42°C en la fase de lavado del filtro, luego
de la hibridacion. Adicionalmente, un ejemplo de condiciones de alta restriccion
consta de lavado, etc., en 0.1% SDS a 0.1 x SSC y 65°C en la fase de lavado. El
uso de condiciones de restriccidn mas alta hace posible obtener polinucledtidos

que tienen una mayor homologia o identidad.

[0031]
En |la presente invencion, el gen de la flavonoide 3',5"-hidroxilasa (F3'5'H) se

deriva preferiblemente de campanilla {(campanula), cineraria, verbena o
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pensamiento #40. En la presente invencién, un potenciador de traduccion
derivade de la alcohol deshidrogenasa del tabaco se utiliza preferiblemente
ademas en adicién a la regién reguladora de franscripcién. Por lo demas,
preferiblemente e! potenciador de traduccién se acopla directamente a un codén

de iniciacidn del gen F3'5'H en un casete génico de un vector de expresién.

[0032]
En el método of la presente invencion, el contenido de delfinidina en los
pétalos de la flor es preferiblemente 25% en peso, 0 mas, del peso total de las

antocianidinas.

[0033]

La presente invencion es una planta de crisantemo, su progenie, o producto
de proliferacion vegetativa, parte o tejido de la misma, producida de acuerdo con
el método de la presente invencién, o transformada con el &cido nucleico
anteriormente mencionado, y es preferiblemente un petalo de una flor o flor
cortada.

La presente invencion se refiere asimismo a un producto procesado, que
utiliza la fior cortada ya mencionada (producto procesado de flor cortada). En esta
especificacion, un producto procesado de flor cortada incluye, pero no se limita a,
una flor prensada, una flor preservada, una flor seca o un producto sellado con

resina, obtenido de la flor cortada.
Ejemplos

[0034]

La siguiente seccion propoerciona una explicacion detallada de la presente
invencion mediante ejemplos de la misma.

Se llevaron a cabo técnicas bioldégicas moleculares de acuerdo con
Molecular Cloning (Sambrook and Russell, 2001), 2 menos que se indique

especificamente lo contrario.

[0035]

Los siguientes Ejemplos de Referencia 1 a 9 son ejemplos de utilizar un
promotor distinto de la regién 5' de un gen que codifica la flavanona 3-hidroxilasa
(F3H) de crisantemo (CmF3Hpro), mientras que, por otro lado, los Ejemplos 1 a 10
son ejemplos relativos a la region 5' de un gen que codifica la flavanona 3-
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hidroxilasa (F3H) de crisantemo (CmF3Hpro).

[0036]

Ejemplo de Referencia 1: Expresion del Gen F3'5'H por el Promotor EF1qg, del

Tabaco

pBIEF1¢a descrito en el Documento de Patente 6 se digirid con las
restrictasas Hindlll y BamHI para obtener un fragmento de ADN de
aproximadamente 1.2 kb, que contenia una secuencia promotora del EF1a de
tabaco. Este fragmento de ADN se insertd en el extremo 5' del ADNc DFR de lirio
del pSPB909 descrito en el Documento de Patente 4 para obtener un plasmido
pSLF339. En forma similar, se construyd un plasmido pSLF340 en el cual ADNc
DFR de petunia {(descrito en la Publicacion Internacional WO 96/36716) se inserté
en lugar de ADNc¢ DFR de lirio.

[0037]

Un plasmido obtenido insertando un fragmento BP40 del gen F3'S'H de
pensamiento, seccionado por digestion parcial con BamH| y Xhol de pCGP1961
descrito en el Documento de Patente 4, en los sitios BamHI y Sall de pSPB176
{(descrito en Plant Science, 163, 253-263, 2002) se designo pSPB575. La porcién
del promotor de este ptasmido se reemplazo con el promotor del EF1o del tabaco,
ya mencionado, utilizando Hindlll y BamHI para obtener pSLF338. Un fragmento
que contenia ADNc DFR de lirio se insertd en pSLF339 digeride con Ascl en este
sitio Ascl. El plasmido resultante se designé pSLF346. Este plasmido pSLF346
se disefi¢ para expresar los genes F3'5'H de pensamiento y DFR de lirio en

plantas bajo el control del promotor de EF10. de tabaco.

[0038]

E! plasmido pLHF8 que contiene ADNc F3'5'H de lavanda se describe en La
publicacién Internacional WO 04/20637. E! plasmido pSPB2772 se obtuvo
acoplando este plasmidoc al fragmento de ADN, que tiene el pesoc molecular mas
alto entre un fragmento de ADN obtenido digiriendo este plasmido con BamHI y
Xhol y un fragmento de ADN de pSPB176 obtenido digiriendo con BamH! y Sall.
En este plasmido, ADNc F3'5'H derivado de lavanda se acopla al promotor
CaMV358, al cual se ha agregado el potenciador El2. Esta porcién del promotor
se reemplazé con el promotor ya mencionado de EF1a de tabaco, utilizando

Hindlll y BamHi para obtener el plasmido pSPB2778. Un fragmento, que contenia

>
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ADNc DFR de petunia en pSFL340, digerido con Ascl, se insertd en este sitio
Ascl. El plasmido resultante se designd pSPB2780. Este plasmido pSPB2780 se
disefio con el fin de expresar los genes F3'5'H de lavanda y DFR de petunia en

plantas bajo el control del promotor EF1a del tabaco.

[0039]

El plasmido pSPB2777 se obtuvo reemplazando la porcién del promotor del
plasmido pSPB748 descrito en Plant Biotechnol., 23, 5-11 (2006) (en el que ADNc
F3'5'H, derivado de clitoria ternatea (butterfly pea), se acopla al promotor
CaMV35S, al cual se ha agregado el potenciador E12) con el promotor ya
mencionado de EF1o del tabaco utilizando Hindlll y BamHI. Un fragmento de
pSLF340 digerido con Ascl, que contenia ADNc DFR de petunia, se inserté en
este sitio Ascl. El plasmido resultante se designé pSPB2779. Este plasmido
pSPB2779 se disefia para expresar los genes F3'5'H de clitoria ternatea y DFR de

petunia en plantas bajo el control del promotor EF1a del tabaco.

[0040]

Cada uno de los plasmidos ya mencionados pSFL346, pSPB2780 y
pSPB2779 se transformaron en Agrobacterium y luego se transfectaron en la
variedad de crisantemo 94-765, utlizando el Agrobacterium transformado.
Aunque se analizaron las antocianidinas en pétalos de la flor del crisantemo
transformado, no se detecté delfinidina.

[0041]
Eiemplo de Referencia 2: Crisantemo Transfectado con el Promotor del Gen
F3'5'H de Cineraria

Basandose en un método establecido, se extrajo ARN de los pétalos de un

capullo de Cineraria Senetti azu! (Suntory Flowers Ltd.). Se produjo una biblioteca
de ADNc utilizando el ZAP-cDNA® Library Construction Kit (Stratagene Corp.,
Cataloge No. 200450) de acuerdo con el método recomendado por el fabricante
utilizando poli-A+ARN preparado de este ARN. Esta biblioteca de ADNc se cribd
entonces utilizando ADNc F3'5'H de clitoria ternatea (Clitoria ternatea, véase Plant
Biotechnology, 23, 5-11 (2006)) etiquetado con el Sistema DIG (Roche Applied
Science), de acuerdo con el método recomendado por el fabricante. Se aislaron
cuarenta y ocho bacteriéfagos indicadores de sefial. Se obtuvieron plasmidos de
estos bacteriéfagos mediante escisién in vivo, de acuerdo con el método

recomendado por el fabricante (Stratagene).
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[0042]

Se determinaron las secuencias nuclectidicas de las porciones de ADNc
contenidas en estos plasmidos, se realizo una busqueda Blast de bases de datoes
de ADN, se obtuvieron numerosos genes que mostraron homologia con el
citocromo P450, y estos genes pudieron clasificarse en 8 tipos. Entre éstos, se
determiné la secuencia nucleotidica completa de Ci5a18 (SEQ ID NO. 77), que se
supuso estaba clasificada como CYP75B. Un plasmido pBluescript SKH, que

contenia esta secuencia, se designd pSPB2774.

[0043]

Se extrajo ADN cromosdémico de una hoja de la misma Cineraria, y se
produjo una biblioteca cromosémica utilizando el ABlueSTAR™ Xho | Half-Site
Arms Kit (Novagen, http://www.merckbiosciences.com/product/69242). Las
200.000 placas resultantes se cribaron empleando un fragmento de ADNc Ci5a18
etiquetado con DIG. Este fragmento ADNc se amplificé usando Ci5a18 como
molde y empleando cebadores Ci5a18F1 (SEQ [|ID NO. 81: 5-
CATCTGTTTTCTGCCAAAGC-3') y Cisa18R1 (SEQ ID NO. 82: 5-
GGATTAGGAAACGACCAGG-3'). Finalmente se obtuvieron cuatro placas de las
17 placas resultantes, y éstas se convirtieron en plasmidos mediante escision in
vivo. Cuando se determinaron sus secuencias nucleotidicas de ADN, se
descubrié que contenian las mismas secuencias. Entre éstas, un clon designado
gCi0o1-pBluestar se utilizé en experimentos subsiguientes. La secuencia
nucleotidica clonada de gCi01-pBluestar se muestra en SEQ ID NO. 79. Se
esperaba que esta secuencia contuviera una secuencia no traducida 5' con
actividad promotora de F3'5'H de cineraria, una region traducida, y una region no
traducida 3'.

[0044]

Un fragmento de ADN de aproximadamente 5.7 kb, seccionado de gCi01-
pBluestar con Pvul y EcoRV (SEQ ID NO. 80), se cortd dejando extremos romos
usando un kit de despuntado de ADN (Takara). Este fragmento de ADN se clond
entonces en el sitio Smal de pBinPLUS y se designé pSPB3130. Este vector
binario tenia un gen nptll capaz de utilizarse para cribar la region T-ADN con

kanamicina.

[0045]

7Y
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pSPB3130 se transformd en la variedad de crisantemo 94-765, utilizando
un metodo Agrobacterium. Aunque se analizaron las antocianidinas en los pétalos
del crisantemo transformado, no se detectd delfinidina y el color de la flor no
cambid.

[0046]

Ejemplo de Referencia 3: Produccién de Delfinidina Utilizando el Promotor del Gen

de la Chalcona Sintasa de Rosa

Se construyd un vector binario en el cual se acopld el gen BP#18 F3'5'H,
derivado de pensamiento, a un promotor de chalcona sintasa, derivado de rosa,
descrito en la Publicacién Internacional de Patente PCT No. PCT/AUQ3/01111, y
este vector binario se designé pBRBP18. El gen contenido en este vector binario
se transformd en la variedad de crisantemo 94-765, como se describe en los
Ejemplos de Referencia 1 y 2. Cuando se analizaron las antocianidinas en los
pétalos de la flor del crisantemo transformado, no se observd un cambio en el
color de la flor, si bien se detectd un maximo de 5.4% de delfinidina con respecto a
todas las antocianidinas.

Adicionalmente, pSPB3325 (rose CHSpro:pansy #18+ rose
CHSp::chrysanthemum F3'H IR), descrito en la novena fila desde la parte superior
en Tabla 1, es un ejemplo de la produccion de delfinidina usando el promotor del
gen de la chalcona sintasa de rosa, y la produccion de delfinidina en este ejemplo

alcanzdé un maximo de 3.6%.

[0047]
Ejemplo de Referencia 4: Produccion de Deilfinidina Utilizando el Promotor del Gen
F3'5'H de Pensamiento

(1} Clonacién del Gen Cromosdmico de la Antocianina 3-Acil Transferasa de

Periila

Se sabe que existen variedades rojas de perilla, en las cuales las
antocianinas se acumulan en las hojas, y variedades verdes en las cuales no lo
hacen. Se prepardé ADN cromosémico de las hojas de las primeras empleando un
método referido (Plant Mol. Biol., December 1997, 35(6), 915-927). Este ADN
cromosémico se descompuso parcialmente con Sau3Al {Toyobo), y se recuperd
una fraccion, que contenia un fragmento de ADN de 10 kb a 15 kb, utilizando un
método de gradiente de densidad de sacarosa. Este fragmento se insertd
entonces en el sitio BamHI de EMBL3 (Promega), un tipo de vector de

bacterioéfago lambda, usando un método conocido para preparar un biblioteca de
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ADN genémico. La biblioteca resultante se cribé utilizando pSAT208 (véase Plant
Cell Physiol., April 2000, 41(4), 495-502), que es ADNc de la antocianina 3-acil
transferasa derivada de perilla, como sonda. E! cribado de la biblioteca se hizo de
acuerdo con un método referido previamente (Plant Cell Physiol., July 1996, 37(5),
711-716). Las placas que hibridaron con la sonda se cortaron, y se preparé ADN
del bacteriéfago resultante.

[0048]

(2) Determinacion de la Secuencia Nucleotidica del Gen Cromosémico de la

Antocianina 3-Acil Transferasa de Perilla

10 ug del ADN obtenido anteriormente se digirieron con Xbal y se aislaron
con 0.7% de gel de agarosa, seguido por transferencia a Hybond-N (Amersham).
Cuando esta pelicula se hibridd en la misma manera como se describid
previamente, se encontrd que un fragmento de ADN de aproximadamente 6.8 kb
se hibridd con la sonda. Luego de digerir 20 ug del mismo ADN con Xbal y aislar
con 0.7% de gel de agarosa, se purific6 un fragmento de ADN de
aproximadamente 6.8 kb usando un GeneClean Kit y se acopld con pBluescript
SKIl- digerido con Xbal. El plasmido resultante se designé pSPB513. La
secuencia de ADN derivado de perilla contenida en este plasmido se determiné
por desplazamiento con cebadores (primer walking). Su secuencia nucleotidica se
muestra en SEQ ID NO. 4. Esta secuencia contiene una region que muestra una
alta homologia con el ADNc de la antocianina 3-aciltransferasa en la forma de
pSAT208, se observd que la secuencia de aminoéacidos (SEQ ID NO. 6) de la
proteina codificada por esta regidn muestra la sustitucion de 19 residuos de
aminoacido y la deleciéon de 2 residuos de aminoacido, en comparacion con la
secuencia de aminoacidos codificada por pSAT208, y no se observaron intrones.
Adicionalmente, la secuencia de la regidn, que muestra alta homologia con
pSAT208, contenia una secuencia de 3438 bp corriente arriba de ATG, que se
pensd era el coddn de iniciacion, y una secuencia de 2052 bp corriente abajo de
TAA, que se penso era su codon de terminacion. Un marco de lectura abierto
diferente (ORF, SEQ ID NO. 5), que no era antocianina 3-aciltransferasa, estaba
presente en la secuencia 3438 bp ya mencionada. El siguiente experimento se
condujo para amplificar la region reguladora de transcripcion del gen de la

antocianina 3-acil transferasa de shiso {perilla), excluyendo esta porcion.

[0049]
(3) Amplificacién_de la Regqidn Reguladora de Transcripcidon del Gen de la
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Antocianina 3-Aciltransferasa de Shiso

PCR (25 ciclos de una reaccion conformada por mantener durante 1 minuto
a 95°C, 1 minuto a 52°C, 2 minutos a 72°C y 1 minuto a 95°C) se llevd a cabo
utilizando 1 ng de pSPB513 como molde y dos tipos de cebadores (5'-
AAGCTTAACTATTATGATCCCACAGAG-3' (SEQ ID NO. 7, la subraya indica la
secuencia de reconocimiento Hindlll) y 5-GGATCCGGCGGTGTTGAACGTAGC-3'
(SEQ ID NO. 8, la subraya indica la secuencia de reconocimiento BamHTl)). El
fragmento de ADN de aproximadamente 1.1 kb, amplificado, se digirié con Hindlll
y BamHl|.

[0050]

El plasmido pSPB567 descrito en el Documento de Patente 4 (en el cual el
gen de la flavonoide 3',5-hidroxilasa, derivado de pensamiento, se acopla al
extremo 3' del promotor del mosaico del colifior, al que se ha agregado el
potenciador EI2, y en el cual un terminador nopalina sintasa se acopla ademas a
su extremo 3') se digirié con Pacl, y un fragmento de ADN que contenia el gen de
la flavonoide 3',5-hidroxilasa, derivado de pensamiento, se clono en el sitic Pacl
de pBin+. Un plasmido, en el cual el promotor del mosaico del coliflor 35S, al gue
se agregd el potenciador EI2, esta presente cerca del sitio Ascl de pBin+ en el
plasmido resultante, se designé pSPB575. Este plasmido se digirié entonces con
Hindlll y BamHl, y un fragmento de ADN, obtenido digiriendo un fragmento de
ADN de aproximadamente 1.1 kb, que contenia la regidon reguladora de
transcripcion de antocianina 3-aciltransferasa de perilla, con Hindlll y BamHI se

insertd en él. El plasmido resultante se designé pSFL205.

[0051]

El plasmido pSFL205 se digiridé con Hindlll y Sacl, y se recuperd un
fragmento de ADN de aproximadamente 100 bp. Este fragmento de ADN, un
fragmento de ADN de aproximadamente 4 kb, obtenido digiriendo pSPB513 con
Sacl y Xbal, y un plasmido pBin+ (véase Transgenic Research, 4, 288-290, 1995),
digerido con Hindlll y Xbal, se acoplaron para obtener el plasmido pSPB3311.
Este plasmido pSPB3311 es un vector binario que contiene la secuencia
nucleotidica indicada en SEQ ID NO. 2, y contiene la region reguladora de
transcripcion del gen de la antocianina 3-aciltransferasa de perilla y una regién no

traducida de su extremo 3'.

[0052]
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(4) Construccion de pSPB3323
La regién reguladora de transcripcion del gen BP#40 de la flavonoide 3',5'-

hidroxilasa (véase WO 04/020637) se amplifico como se describe mas adelante
utilizando el Takara LA PCR™ In Vitro Cloning Kit.

Se preparo ADN cromoesomico de una hoja de pensamiento empleando el
DNA Easy Plant Kit (Qiagen). 3 pg del ADN cromosomico se digirieron con la
enzima de restriccion Hindlll. El ADN digerido se acopldé con el ADN terminal
Hindlll (incluido en Takara LA PCR™ In Vitro Cloning Kit} haciendo reaccionar
durante 40 minutos a 16°C empleando Ligation High (Takara). Luego de diluir 4 pl
de la mezcla de reaccion con 10 ul de agua y desnaturalizar el ADN acoplado
tratando durante 10 minutos a 94°C, la mezcla de reaccion se enfrié en hielo. Se
agregaron entonces 5 pmol del cebador C1 (5'-
GTACATATTGTCGTTAGAACGCGTAATACGACTCA-3', SEQ ID NO. 9, incluido
en el kit como una secuencia parcial de la secuencia casete Hindlll) y 5 pmol del
cebador BP40-i5 (5-AGGTGCATGATCGGACCATACTTC-3', SEQ ID NO. 10,
equivalente a la hebra complementaria de la region traducida de BP#40), seguidos
por la repeticion de 30 ciclos de una reaccion en 25 ul de la mezcla de reaccidn
conformados por 20 segundos a 98°C y 15 minutos a 68°C, de acuerdo con el
protocolo del kit. La mezcla de reaccién se diluyé entonces con un factor de
dilucion de 10 veces con agua. Luego de hacer reaccionar durante 5 minutos a
98°C en 25 ul de una mezcla de reaccidon que contenia 5 pmol del cebador C2 (5'-
CGTTAGAACGCGTAATACGACTCACTATAGGGAGA-3', SEQ ID NO. 11, incluido
en el kit como secuencia parcial de la secuencia casete Hindlll) y 5 pmol del
cebador BP40-i7 (5'-GACCATACTTCTTAGCGAGTTTGGC-3', SEQ ID NO. 12)
usando 0.5 ul de esta dilucion como molde, se repitieron 30 ciclos de una reaccion
conformados por hacer reaccionar durante 20 segundos a 98°C y 15 minutos a
68°C.

[0053]

El fragmento de ADN resultante se ligd en el plasmido pCR2.1 (Invitrogen).
Cuando se determind la secuencia nuclectidica del ADN resultante, se observo
que la secuencia tenia sitios que no coincidian con la secuencia nucleotidica
ADNc de BP#40. Se cree que esto se debid a la ocurrencia de un error durante la
PCR. Se llevd a cabo el siguiente procedimiento con el proposito de amplificar
una secuencia libre de error.

Con el fin de amplificar una regién 5' no traducida de aproximadamente 2 kb
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y una regién traducida de 200 bp de BP#40, se llevd a cabo PCR en 25 pl de una
mezcla de reaccion usando 200 ng de ADN gendémico de pensamientc como
molde y empleando 50 pmol de! cebador BP40-i7 (SEQ ID NO. 12) y 50 pmol del
cebador BP40 pro-F (5-ACTCAAACAAGCATCTCGCCATAGG-3', SEQ ID NO. 3,
secuencia en la regién no traducida 5' del gen BP#40). Luego de tratar durante 5
minutos a 98°C, se repiti6 durante 30 ciclos una reaccidon conformada por 20
segundos a 98°C y 15 minutos a 68°C. El fragmento de ADN amplificado se
inserté en pCR2.1. Este fragmento de ADN contenia una regidén &' no traducida de
aproximadamente 2.1 kbp y una regién traducida de 200 bp. Este plasmido se
designé pSFL614. La secuencia nucleotidica del plasmido pSFL614 se muestra
en SEQ ID NO. 14.

(0054]

La regidon no traducida 5' de aproximadamente 2.1 bp (BP40pro, SEQ ID
NO. 15) contenida en pSFL614 se utilizd para transcribir el gen BP#40. En este
momento, el sitio BamHI se cambié a Nhel. Luego de usar 1 ng de pSFL614 como
molde, agregar 50 pmol del cebador BP40pro-Hindlll-F (5'-AAG CTT GTG ATC
GAC ATC TCT CTC C-3', SEQ ID NO. 16), 50 pmol del cebador BP40pro-Nehl-R
(5'-CGA GGC TAG CTA AAC ACT TAT-3', SEQ ID NO. 17), y mantener durante 5
minutos a 98°C en 25 pl de la mezcla de reaccion, se repitidé durante 25 ciclos una
reaccion conformada por 20 segundos a 98°C y 156 minutos a 68°C. El fragmento
de ADN amplificado se clond en pCR2.1. Se determiné que esta secuencia
estaba libre de errores atribuibles a PCR, confirmando su secuencia nucleotidica.
Este plasmido se digirié entonces con Hindlll y Nhel para obtener un fragmento de

ADN de 470 bp. Este fragmento de ADN se designo fragmento A.

[0055]

l.uego de usar 1 ng de pSLF614 como molde, agregando 50 pmol del
cebador BP40pro-Nehl-F (5-TTT AGC TAG CCT CGA AGT TG-3', SEQ ID NO.
18) y 50 pmol del cebador BP40pro-BamHI-R (5-GGA TCC CTA TGT TGA GAA
AAA GGG ACT-3', SEQ ID NO. 19) y ADN polimerasa Ex-Taq, y manteniendo
durante 5 minutos a 98°C en 25 pl de la mezcla de reaccion, se repitié durante 25
ciclos una reaccion que constaba de 20 segundos a 98°C y 15 minutos a 68°C. Ei
fragmento amplificado de ADN se clondé en pCR2.1. Se determind que esta
secuencia estaba libre de errores atribuibles a PCR, confirmando su secuencia
nucleotidica. Este plasmido se digirid entonces con HindlHl y Nhel para obtener un
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fragmento de ADN de 630 bp. Este fragmento de ADN se designd fragmento B.

[0056]

Se recupero el fragmento mas largo de los fragmentos de ADN formados
digiriendo el plasmido pSPB567 descrito en el Documento de Patente 4 con Hindlll
y Nhel, y se acoplé con el fragmento A y el fragmento B ya mencionados para
obtener pSFL620.

Después de digerir pSFL620 con Pacl, se recuperd un fragmento de ADN
de aproximadamente 3.2 kb. Este fragmento de ADN se inserté en el sitio Pacl de
pBin+. El plasmido resultante se designd pSBP3317. Un fragmento obtenido
digiriendo el pSPB3311 ya mencionado con Ascl y Xbal se clond en los sitios Ascl
y Xbal de pSBP3317, y el plasmido resultante se designo pSPB3323.

[0057]
(5) Expresion del Gen Genémico de la Antocianina 3-Acil Transferasa de Perilla y

el Gen F3'5'H de Pensamiento en Crisantemo

El pSPB3323 preparado en el numeral anterior (4) se introdujo en
Agrobacterium, y la variedad crisantemo 94-765 (Seiko-en, no comercializada) se
transformoé de acuerdo con un método conocido, utilizando este Agrobacterium.

Se adquirieron seis cepas transformadas.

[0058]

Se analizaron antocianidinas extraidas de acuerdo con el método descrito a
continuacién. Se congelaron pétalos en rayos y luego se trituraron, seguidos por
extraccion de 50 mg a 100 mg del pétalo triturado con 500 uL de 1% de cloruro de
hidrégeno-metanol, agregando 500 uL de 4 N de acido clorhidrico (HCI) a este
extracto y mezclando, e hidrolizando durante 1 hora a 100°C. Después de enfriar
la solucién luego de la hidrolisis, se agregé un 1 m| de 0.05 M de &cido
trifluoroacético (TFA) y se mezclo en ella. Seguidamente, esta solucion se agregé
a una Sep-Pak C18 (Millipore) para adsorber el producto de hidrolisis. La Sep-Pak
C18 se lavo preliminarmente con 80% acetonitrilo (MeCN) y se equilibré con 0.05
M TFA. Luego de lavar el producto de hidrélisis absorbido en la Sep-Pak C18 con
0.05 M TFA, el producto de hidrélisis se lavd posteriormente con 20% MeCN y
0.05 M TFA, seguido por elucién del producto de hidrélisis con 80% MeCN y 0.05
M TFA para obtener una muestra de analisis.

La muestra de andlisis se analizd bajo las siguientes condiciones utilizando

cromatografia liquida de alto rendimiento. Se empled una columna Inertsil ODS-2
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(diametro de particula: 5 pm, 4.6 x 250 mm, GL Sciences) para la columna, el
caudal fue de 0.8 ml/min, la fase mévil contenia 1.5% acido fosférico, y se llevd a
cabo una elucién isocratica durante 20 minutos, empleando una gradiente de
concentracion lineal de 5% acido acético y 6.25% acetonitrilo a 20% acido acético
y 25% acetonitrilo, seguido por elucién durante 5 minutos con 25% acetonitrilo que
contenia 1.5% acido fosférico y 20% acido acético. La deteccion se llevd a cabo
utilizando un Detector de Arreglo de Diodos Agilent Serie 1100 {(GL Sciences)
sobre una regidon de longitud de onda de 250 nm a 600 nm, y las relaciones de
absorbencia de cada una de las antocianidinas se determind de acuerdo con el
area de absorbencia optica a 530 nm.

Como resultado del analisis, se detectd delfinidina en relaciones de 0.9%,
0.8%, 1.4% y 0.6% de la cantidad total de antocianidinas en transformantes que
constaban de las cepas analizadas 1300-3, 13004, 1300-5 y 1300-6,
respectivamente. Aunque esto sugiere que la regién reguladora de transcripcion
BP#40 de pensamiento gobierna la transcripcion de BP#40, esto no condujo a un

cambio en el color de la flor.

[0059]
Eiemplo de Referencia 5: Produccion de Delfinidina en Crisantemo Utilizando el

Promotor DFR de Rosa Rugosa

Se prepard una biblioteca de ADN de rosa rugosa en la manera descrita a
continuacién empleando e! Kit ABlueSTAR™ Xho | Half-Site Arms (Novagen,
http.//www.merckbiosciences.com/product/ 69242). Se preparé ADN cromosémico
de una hoja joven de rosa rugosa utilizando Nucleon Phytopure™ (Tepnel Life
Sciences). Aproximadamente 100 ng de ADN cromosdmico se digirieron con la
enzima de restriccion Sau3Al.

Este fragmento de ADN se llend luego parcialmente con un fragmento de
ADN polimerasa | K'lenow (Toyobo) en la presencia de dGTP y dATP, y se
fraccioné mediante centrifugacion de gradiente de densidad de sacarosa. Se
recuperd ADN de alrededor de 13 kb y se concentrd mediante precipitacion en
etanol. Aproximadamente 180 ng de ADN se ligaron durante 15 horas a 4°C con 1
uL del Kit ABlueSTAR™ Xho | Half-Site Arms, seguidos por la realizacion de

empaquetado in vitro para obtener una biblioteca genémica.

[0060]
Esta biblioteca se crib6 utilizando ADNc DFR de rosa cultivada (Plant and
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Cell Physiology, 36, 1023-1031, 1995) para obtener una placa que indicara una
sefal. Se obtuvo el plasmido pSFK710 por excision in vivo de esta placa
utilizando el método recomendado por el fabricante (Novagen). Este plasmido
contenia una secuencia de ADN, gque coincidié muy de cerca con el ADNc DFR de
rosa cultivada, ya mencionado.

[0061]

Realizando PCR con el fin de obtener una regién 5' no traducida de una
secuencia traducida DFR de este plasmido y facilitar el acoplamiento con genes
heterdlogos, una de las secuencias de reconocimiento EcoRIl se muté a una
secuencia de reconocimiento Nhel, seguida por la adicién de las secuencias de
reconocimiento Hindlll y BamHI. En primer lugar, se ilevé a cabo PCR en 50 plL
de la mezcla de reaccion usando pSLF710 como molde, empleando 25 pmol de
cada uno de los cebadores DFRproHindllIF (5'-
TAATAAGCTTACAGTGTAATTATC-3', SEQ ID NO. 20) y DFRproNhelR (5'-
TTATGCTAGCGTGTCAAGACCAC-3', SEQ ID NO. 21), y utilizando la enzima
ExTaq ADN Polimerasa {Toycho). Las condiciones de reaccién PCR consistieron
en hacer reaccionar durante 5 minutos a 24°C, seguidas por repetir 30 ciclos de
una reaccién de los cuales un ciclo consiste en hacer reaccionar durante 30
segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C y 30 segundos a 72°C vy, finalmente,
mantener durante 7 minutos a 72°C. Como resultado, se obtuvo un fragmento de
ADN de aproximadamente 350 bp. De modo semejante, se llevd a cabo una
reaccion PCR en 50 pL de la mezcla de reaccidn usando pSFL710 como molde,
utiizando 25 pmol de cada uno de los cebadores DFRproNhelF (5'-
ACACGCTAGCATAAGTCTGTTG-3', SEQ ID NO. 22) y DFRproBamHI-R (5'-
GCTTGGGGATCCATCTTAGG-3', SEQ ID NO. 23), y empleando la enzima ExTaq
ADN Polimerasa (Toyobo). Las condiciones de la reaccion PCR consistieron en
hacer reaccionar durante 5 minutos a 94°C, seguidas por repetir 30 ciclos de una
reaccion de los cuales un ciclo consiste en hacer reaccionar durante 30 segundos
a 94°C, 30 segundos a 50°C y 30 segundos a 72°C vy, finalmente, mantener
durante 7 minutos a 72°C. Como resultado, se obtiene un fragmento B de ADN de
600 bp.

[0062]
El pSPB567 descrito en el Documento de Patente 4 (plasmido pUC que
contiene el promotor CaMV35S, al cual se han agregado el potenciador EI2, el
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F3'5'HBP#40 de pensamiento y el terminador de nopalina sintasa) se digirid con
BamHI y luego se digirié parcialmente con Hindlll para acoplar el fragmento A con
un fragmento digerido con Hindlll y Nhel y acoplar el fragmento B con un
fragmento digerido con Nhel y BamHI y obtener el plasmido pSLF721 (que
contiene un casete de expresion de R. rugosa DFR 5:BPF3'5'H#40:nos3". Un
casete de expresion obtenido digiriendo este plasmido con Pacl se introdujo en el
sitio Pacl de pBinPLUS para obtener pSLF724. Este plasmido se transfecto
entonces en la cepa de Agrobacterium tumefaciens EHA105.

Se obtuvo un crisantemo recombinante de la variedad 94-765, utilizando
este Agrobacterium transformado. La cepa resultante produjo deffinidina en los
pétalos de su flor en alrededor del 0.6% de la cantidad total de antocianidinas.

Adicionalmente, otros ejemplos de referencia usando el promotor DFR de
rosa rugosa se muestran en la segunda fila desde la parte superior (pSPB3316 (R.
rugosa DFRpro:pansy#40 + rose rANSpro:toreniadGT, cepa no productora de
delfinidina}) y en la quinta fila desde la parte superior (Rugosa rose
DFRpro:pansy#40 + Japanese gentian 3'GTpro::torenia MT, nivel maximo de
produccion de delfinidina; 0.9%) de Tabla 1. Ninguno de los dos de estos

ejemplos de referencia resulté en un cambio de color de la flor.

[0063]

Eijemplo de Referencia 6; Produccién de Delfinidina_en Crisantemo Utilizando el

Promotor F3H de Rosa Rugosa

La biblioteca de ADN gendmico de rosa rugosa, producida en Ejemplo de
Referencia 5, se cribé con ADNc¢ de flavanona 3-hidroxilasa (F3H) de torenia
(NCBI No. AB211958) para obtener placas que indicaran sefales. Una de estas
placas se convirti6 en un plasmido en la misma manera de Ejemplo de Referencia
5. Este se digiri6 entonces con la enzima de restriccion Spel para recuperar un
fragmento de ADN de 2.6 kb, y se obtuvo el plasmido pSPB804 sub-clonando este
fragmento de ADN en el sitio Spel de pBluescript SKII- (Stratagene). Este

plasmido tenia una secuencia nucleotidica que mostré homologia con F3H.

[0064]

Con el fin de amplificar la regién 5' no traducida de F3H, se ilevo a cabo
PCR en 50 pl de una mezcla de reaccion utilizando 1 ng de pSPB804 como molde,
usando el cebador RrF3H-F (5-AAGCTTCTAGTTAGACAAAAAGCTA-3', SEQ ID
NO. 24) y el cebador RrF3H (5-GGATCCTCTCTTGATATTTCCGTTC-3', SEQ ID
NO. 25), y empleando Ex-Taq ADN Polimerasa (Toyobo). Las condiciones de
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reaccion de PCR consistieron en hacer reaccionar durante 5 minutos a 94°C,
repitiendo 30 ciclos de reaccion, uno de los cuales constd de 30 segundos a 94°C,
30 segundos a 50°C y 30 segundos a 72°C vy, finalmente, manteniendo durante 7
minutos a 72°C. El fragmento de ADN resultante se inserté en pCR-TOPO
(Invitrogen} para obtener el plasmido pSPB811. Se pudo recuperar una region 5'
no traducida F3H de aproximadamente 2.1 kb de este plasmido utilizando Hindlll y
BamHI. Se obtuvo el plasmido pSFL814 (que contenia R. rugosa F3H
5"BFP3'5'#40:n0s 3') sustituyendo la porcion promotora de pSPB567 con la region
5' no traducida de aproximadamente 1.2 kb de F3H, utilizando Hindill y BamHI
como se describe en Ejemplo de Referencia 5. Este plasmido se introdujo en la
cepa de Agrobacterium tumefaciens EHA105.

Aunque se obtuvieron tres cepas de crisantemos recombinantes de la
variedad 94-765 usando este Agrobacterium transformado, no hubo cepas en las
cuales se observara la produccion de delfinidina en los petalos de la flor (véase
Tabla 1).

[0065]
Ejemplo de Referencia 7: Produccién de pBINPLUS Rogosa Rose
F3Hpro:ADHNF-pansy-F3'S'H#40::NOSter

Se mezclaron un fragmento de ADN amplificado por PCR utilizando
pSLF814 (Ejemplo de Referencia 8) como molde y usando ADH-BP40-Fd (5'-
CAAGAAAAATAAATGGCAATTCTAGTCACCGAC-3', SEQ ID NO. 26) y Ncol-
BP40-Rv (5'-CTCGAGCGTACGTGAGCATC-3', SEQ ID NO. 27) como cebadores,
y un fragmento de ADN amplificado por PCR utilizando pB1221 ADH-221 como
molde y usando BamHI-ADH-Fd (5-CGCGGATCCGTCTATTTAACTCAGTATTC-
3, SEQ ID NO. 28) y BP40-ADH-Rv (5'-
TAGAATTGCCATTTATTTTTCTTGATTTCCTTCAC-3', SEQ ID NO. 29) como
cebadores, y se obtuvo un fragmento de ADN, en el cual ADH-5'UTR 94 bp de

tabaco se acoplé directamente al coddén de iniciacion de F3'5'H#40 de
pensamiento, por PCR usando esta mezcla de fragmentos de ADN como molde y
usando BamHI-ADH-Fd (5'-CGCGGATCCGTCTATTTAACTCAGTATTC-3', SEQ
ID NO. 30) y Ncol-BP40-Rv (5'-CTCGAGCGTACGTGAGCATC-3', SEQ ID NO. 31)

como cebadores.

[0066]
Luego de subclonar, mediante la técnica TA-cloning, este fragmento de
ADN en pCR2.1, un fragmento de ADN de aproximadamente 600 bp, obtenido

“q



- 29 -

digiriendo con BamHI y Ncol, y un fragmento de vector binario, obtenido digiriendo
pSFL814 con BamHI y Ncol, se ligaron para obtener pBinPLUS Rugosa rose
F3Hpro:ADHNF-pansy-F3'5'H#40::Noster. Este plasmido se introdujo en la cepa
de Agrobacterium tumefaciens EHA105.

No hubo individuos en los cuales se detectara delfinidina entre cuatro cepas
de transformantes derivados de la variedad de crisantemo 94-765, obtenida

usando este Agrobacterium transformado (véase Tabla 1).

[0067]
Ejemplo de Referencia 8: Produccién de pBIN19 Rose CHSpro:ADH-pansy-
F3'5'H#18::NOSter

Un fragmento de ADN amplificado por PCR, utilizando pB1221 ADH221
como molde y usando ADH Kpn!} Forward (5-
CGGTACCGTCTATTTAACTCAGTATTC-3', SEQ ID NO. 32) y GUS19R (5-
TTTCTACAGGACGTAACATAAGGGA-3', SEQ ID NO. 33) como cebadores, se
digirtd con Kpnl y Smal para obtener un fragmento de ADN ADH-5'UTR de tabaco

de aproximadamente 110 bp. Este fragmento de ADN se ligé con un fragmento de
ADN de vector binario, obtenido digiriendo pBRBP18 (que tenia un casete de
expresion de rose CHSpro:pansy- F3'5'H#18::NOSter insertado en pBIN19) con
Kpnl y Smal para obtener pBIN19 rose CHSpro::ADH-pansy-F3'5'H#18:NOSter.
En este plasmido, se halla presente un espaciador de 38 bp entre ADH-5'UTR de
tabaco y F3'5'H#18 de pensamiento. Este plasmido se introdujo en la cepa de
Agrobacterium tumefaciens EHA105.

30 cepas de crisantemos recombinantes derivadas de la variedad de
crisantemo 94-765 se obtuvieron utilizando este Agrobacterium transformado. Se
detectd delfinidina en los pétalos de cinco de estas cepas y el contenido de
delfinidina alcanzé 1.9%. No obstante, no se observaron cambios en color de la

flor.

[0068]
Ejemplo_de Referencia 9: Produccidon_de pBIl121-rose CHSpro::ADHNF-pansy-
F3'5'H#40::NOSter

Se ligaron un fragmento de ADN obtenido por PCR utilizando pBRBP18
(Ejemplo de Referencia 3) como molde, usando HAPS-RhCHSpro3k-Fd (5'-
CCAAGCTTGGCGCGCCTTAATTAAATTTAAATCAGCAAGAGTTGAAGAAATAG-
3, SEQ ID NO. 85) y NS-RhCHSpro3k-Rv (5'-
AAAGCTAGCACTAGTCATCTCGGAGAAGGGTCG-3', SEQ ID NO. 86) como
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cebadores, y empleando Pyrobest Polymerase (Takara), y un fragmento de un
vector binario obtenido digiriendo con HindIll y Nhel y digiriendo pBl121 ADHNF
con Hindlll y Xbal, y el vector binario resultante se designo pBl121-RhCHSp-GUS-
NOSt.

Un fragmento de ADN ADHNF-pansy-F3'5'H#40, obtenido digiriendo el
pCR-ADHBP40-SpeSac obtenido en Ejemplo 10 con Spel y EcolCRI, se ligd a un
fragmento de un vector binario obtenido digiriendo pBI121-RhCHSp-GUS-NOSt
con Spel y EcolCRI para obtener pBI121-rose CHSpro::ADHNF-pansy-F3'5'H#40::
NOSter, el cual se usd para transformar la cepa de Agrobacterium tumefaciens
EHA105.

Aunque 19 cepas de crisantemos recombinantes derivadas de la variedad
de crisantemo 94-765 se obtuvieron usando este Agrobacterium transformado, no

hubo individuos en los cuales se detectara delfinidina.

[0069]

Ejemplo 1: Clonacion de la Reqidn Promotora del Gen de la Flavanona 3-

Hidroxilasa de Crisantemo

~ Un fragmento de ADN amplificado por PCR usando como molde pBluescript
SK-gF3H9 (Kanno, et al. (2001}, Journal of the Japanese Society for Horticultural
Science (Supplement 2), 193, SEQ ID NO. 35), obtenido sub-clonando un
fragmento de ADN que contenia la regién promotora F3H obtenida cribando una
biblioteca gendmica usando un fragmento de ADNc del gen de la flavanona 3-
hidroxilasa (F3H) de crisantemo, y utilizando como cebadores HANS-F3Hpro1k-Fd
(5-
CCAAGCTTGGCGCGCCGCGGCCGCATTTAAATTTACAAAACCATGTGCAAGA
ATG-3', SEQ ID NO. 36, la subraya indica una secuencia que se hibrida con ADN
que contiene la regién promotora F3H) y SNM-F3Hpro-Rv (5-ACTAGTGCTAGCA
CGCGITITTITATTTTTTCTTCACACACTTG-3', SEQ ID NO. 37, la subraya indica
la secuencia que se hibrida con ADN que contiene la regién promotora F3H), se
clond en pCR2.1 (Invitrogen) para obtener pCR HANS-CmF3Hp1k-NS.
Adicionalmente, un fragmento de ADN amplificado por PCR utilizando HANS-
F3Hpro1k-Fd y NSM-F3Hpro-Rv (5-
GCTAGCACTAGTACGCGTTTTTITATTTTITTCTTCACACACTTG-3,, SEQ ID NO.
38, la subraya indica una secuencia que se hibrida con ADN que contiene la

regi6n promotora F3H) como cebadores se clon6é en pCR2.1 para obtener pCR
HANS-CmF3Hp1k-SN. Un fragmento de ADN amplificado por PCR utilizando
HANS-F3Hpro1k-Fd y Bcll-CmF3Hp-Rv (5'-

UG
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TTTTGATCATTTITTATTTITTTCTTCACACAGTG-3', SEQ ID NO. 39, la subraya
indica Ia secuencia que se hibrida con ADN que contiene la regidn promotora de
F3H) como cebadores se clond en pCR2.1 para obtener pCR HANS-CmF3Hp1k-
Bell. Por otra parte, se ligaron un fragmento de un vector binario obtenido
digiriendo pBl121 ADHNF (Satoh, J. et al. (2004), J. Biosci. Bioengineer.) con
Hindill y Xbal y un fragmento de ADN del promotor F3H de crisantemo de
aproximadamente 1.1 bp obtenido digiriendo pCR HANS-CmF3Hp1k-SN con
Hindlll y Nhel, para obtener pBlI121 HANS-CmF3Hp1k-S.

[0070]

Una region promotora, que tiene una longitud diferente, se amplificé en la
manera descrita a continuacion.

Un fragmento de ADN amplificado PCR utilizando pBluescript SK-gF3H9
como molde y usando HANS-F3Hpro-500Fd (5'-
CCAAGCTTGGCGCGCCGCGGCCGCATTTAAATTACTGTTCGAACCTACAAAG
G-3', SEQID NO. 83, ia subraya indica una secuencia que se hibrida con ADN que

contiene la region promotora F3H) y MX-F3Hpro-Rv (5'-
TTTCTAGAACGCGTTTITITATTITITTICTTCACACACTTG-3, SEQ ID NO. 84, la

subraya indica una secuencia que se hibrida con ADN que contiene la region

promotora F3H) como cebadores se clond en pCR2.1 para obtener pCR HANS-
CmF3Hpro500-X. Adicionalmente, se ligaron un fragmento de un vector binario
obtenido digiriendo pBi121 ADHNF con Hindlll y Xbal y un fragmento de ADN del
promotor F3H de crisantemo de aproximadamente 500 bp obtenido digiriendo pCR
HANS-CmF3Hpro500-X con Hindlll y Xbal para obtener pBl121 HANS-
CmF3Hp500-X.

[0071)
Ejemplo 2: Produccion de pBI121 Chrysanthemum F3Hpro1k::ADHNF-Bellflower
F3'5'H::NOSter

Dos tipos de cebadores conformados por CamF1 (5-
GTGAAGCCACCATGTCTATAG-3', SEQ ID NO. 49) y CamR1 (5-
GCATTTGCCTAGACAGTGTAAG-3', SEQ ID NO. 50) se sintetizaron basandose
en la secuencia traducida de ADNc de F3'5'H (No. de Accesion D14590) de
campanilla (Campanula medium) registrada en la base de datos GenBank DNA.

Se extrajo ARN de los pétalos de la flor de los capullos de la campanilla usando el
RNeasy Mini Plant Kit (Qiagen), y se sintetizé ADN de primera cadena utilizando
un RT-PCR kit. Se llevo a cabo PCR usando cebadores que empleaban este DNA
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de primera cadena como molde. El fragmento de ADN resultante se clond en
pCR-TOPO [l. Se determin6 que la secuencia nuclectidica del clon #4 resultante
(designado como pSPB2561) era SEQ ID NO. 51.

[0072]

Se construyd un vector obtenido acoplando ADH-5'UTR del tabaco de 94 bp
y el gen F3'5'H, en la manera descrita a continuacion (FIG. 4). Por otra parte, se
llevé a cabo también el mismo procedimiento en los ejemplos descritos mas
adelante.

Se sintetizaron dos tipos de fragmentos de ADN conformados por un
fragmento de ADN amplificado por PCR utilizando pSPB2561 como modelo y
usando ADH-Campa-Fd (5-CAAGAAAAATAAATGTCTATAGACATAACCATTC-3,
SEQ ID NO. 53) y Hpal-Campa-Rv (5'-GTTAACATCTCTGGCACCACC-3', SEQID
NO. 54) como cebadores y un fragmento de ADN amplificando por PCR usando
pBI1121 ADH-221 comoc molde y usando Xbal-ADH-Fd (SEQ ID NO. 42) y
Campa-ADH-Rv (5-GTCTATAGACATTTATTTTTCTTGATTTCCTTCAC-3', SEQ
ID NO. 55) como cebadores, y se obtuvo un fragmento de ADN, en el cual ADH-
5'UTR de tabaco de 94 bp se acopla directamente al codén de iniciacion de F3'5'H
de campanilla, por PCR usando los dos tipos de fragmentos de ADN como moldes
y utilizando Xbal-ADH-Fd (SEQ ID NO. 42) y Hpal-Campa-Rv (5'-GTTAAC
ATCTCTGGCACCACC-3', SEQ ID NO. 56) como cebadores. Este fragmento de
ADN se subclond entonces, mediante la técnica TA-cloning, en pCR2.1, seguido
por digestion con Xbal y Hpal, y el fragmento resultante de aproximadamente 650
bp se ligd con un fragmento del vector obtenido digiriendo pSPB2561 con Xbal y
Hpal para obtener pCR ADHNF-Campanula F3'5'H.

[0073]

A continuacién, pCR ADHNF-Campanula F3'5'H se digirio con Kpnl,
seguido por corte dejando extremos romos (by blunfing) con Blunting High
(Toyobo) y digestion con Xbal, y el fragmento de ADN resultante de
aproximadamente 1.7 kb se ligé con un fragmento de un vector binario obtenido
digiriendo pBi121 HANS-CmF3Hp1k-S con Spel y EcolCRI para obtener pBl121
chrysanthemum F3Hpro1k::ADHNF-bellflower F3'5'H::NOSter. Este plasmido se
introdujo en la cepa de Agrobacterium tumefaciens EHA105.

48 cepas de crisantemo recombinantes de la variedad de crisantemo 94-
765 se obtuvieron usando este Agrobacterium transformado. Se detectd

delfinidina en los pétalos de la flor de 30 de estas cepas, y el contenido de
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delfinidina alcanzé 80.5%.

Se construyd pSPB3738 a partir de pBI121 chrysanthemum
F3Hpro1k::ADHNF-bellflower F3'5'H::NOSter. Este plasmido se transfectd en la
cepa de Agrobacterium tumefaciens AGLO, y ésta se usé entonces para
transformar la variedad de crisantemo Sei Taitan (Seikoen). Entre las 26 cepas
resultantes de crisantemos recombinantes, se observd un cambio en el color de la

flor en 6 cepas, y pudo detectarse delfinidina mediante cromatografia de capa fina.

[0074]
Ejemplo 3. Produccién de plG121-Hm-chrysanthemum F3Hprolk::ADHNF-
lisianthus F3'5'H::NOSter

El gen F3'5'H de Eustoma (EgF3'5'H, GenBank AB078957) clonado en
pBluescript SK- se digirié con Xhol, seguido por corte dejando extremos romos
con Blunting High (Toyobo), y el fragmento de ADN de EgF3'6'H de
aproximadamente 1.9 kb, obtenido por digestion posterior con Xbal, se ligd a un

vector primario plG121-Hm, obtenido digiriendo con Xbal y EcolCRI, para obtener
plG121-Hm 35S::EgF3'5'H.

A continuacidon, se mezclaron dos tipos de fragmentos de ADN
conformados por un fragmento de ADN amplificado por PCR usando pBluescript
SK- EgF3'5'H como molde y usando ADH-EgF3'6'H-Fd (5'-CAAGAAAAATAAAT
GGCTGTTGGAAATGGCGTT-3', SEQ ID NO. 40} y Hpal-EgF3'5'H-Rv (5'-
GTTAACGCTGAGCCTAGTGCC-3, SEQ ID NO. 41) como cebadores, y un
fragmento de ADN amplificado por PCR utilizando pBI221 ADH-221 (Satoh, J. et
al. (2004), J. Biosci. Bioengineer) como molde y usando Xbal-ADH-Fd (5'-
ACGCGTTCTAGAGTCTATTTAACTCAGTATTC-3', SEQ ID NO. 42) y EgF3'5'H-
ADH-Rv (5'-TCCAACAGCCATTTATTTTTTCTTGATTTCCTTCAC-3', SEQ 1D NO.
43) como cebadores, y un fragmento de ADN, en el cual ADH-5'UTR de tabaco de

94 bp (Satoh, J. et al. (2004), J. Biosci. Bioengineer) se acoplo directamente al
codon de iniciacion de EgF3'5'H, se obtuvo mediante PCR usando la mezcla de
los fragmentos de ADN como molde y usando Xbal-ADH-Fd (SEQ ID NO. 42) y
Hpal-EgF3'5'H-Rv (5'-GTTAACGCTGAGCCTAGTGCC-3', SEQ ID NO. 44) como
cebadores. Luego de clonar este fragmento de ADN en pCR2.1, un fragmento de
ADN de aproximadamente 1.3 kb, obtenido digiriendo con Xbal y Hpal, y un
fragmento de un vector binario, obtenido digiriendo plG121-Hm 35S::EgF3'5'H con
Xbal y Hpal, se ligaron para obtener plG121-Hm 35S:ADHNF-EgF3'5'H. Un
fragmento de ADN de EgF3'5'H de aproximadamente 1.2 kb, obtenido digiriendo
este plG121-Hm 35S::EgF3'5'H con Hindlll y Xbal, un fragmento de ADN de vector
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binario de aproximadamente 15 kb, y un fragmento de ADN, obtenido digiriendo
posteriormente pPCR HANS-CmF3Hp1k-MNS con Hindlll y Spel, se ligaron para
obtener PIG121-Hm chrysanthemum F3Hpro1k::ADHNF-lisianthus F3'5'H::NOSter.
Este plasmido se introdujo en ia cepa de Agrobacterium tumefaciens EHA105.

Se obtuvieron cince cepas de crisantemos recombinantes, derivados de la
variedad de crisantemo 94-765, utilizando este Agrobacterium transformado. Se
detectd delfinidina en los pétalos de la flor de una de estas cepas, y el contenido
de deifinidina fue de 4.4%.

[0075]
Ejemplo _4: Produccién de pBI121 Chrysanthemum_ F3Hpro1k::ADHNF-Lobelia
E3'S'H::NOSter

El gen F3'5'H derivado de los pétalos de la flor de lobelia clonado en
pBluescript SK- (LeF3'S'H1, GenBank ABS221077 y LeF3'5'H4, GenBank

AB221078) se digirié con Kpnl, seguido por corte dejando extremos romos con

Blunting High (Toyobo), y un fragmento de ADN de EgF3'5'H de aproximadamente
1.9 kb, obtenido por digestion posterior con Xbal, se ligé a un fragmento de un
vector binario plG121-Hm, obtenido digiriendo Xbal y EcoiCRI, para obtener
plG121-Hm 358::LeF3'5'H1 and plG121-Hm 35S:LeF3'5'H4.

[0076]

A continuacion, se mezclaron dos tipos de fragmentos de ADN
conformados por un fragmento de ADN amplificado por PCR usando pBluescript
SK- LeF3'5'H1 o pBluescript SK- LeF3'5'H4 como molde y usando ADH-LeF3'5'H-
Fd (5-CAAGAAAATAAATGGACGCGACAWACATTGC-3', SEQ ID NO. 45) y
Hpal-LeF3'5'H-Rv (5'-GTTAACATCTCGGGCAGCACC-3', SEQ ID NO. 46) como
cebadores, y un fragmento de ADN amplificado por PCR usando pBI121 ADH-221
como molde y usando Xbal-ADH-Fd (SEQ ID NO. 42) y LeF3'5'H-ADH-Rv (5'-
TGTCGCGTCCATTTATTTTTCTTGATTTCCTTCAC-3', SEQ ID NO. 47) como
cebadores, y se obtuvieron fragmentos de ADN, en los cuales ADH-5'UTR de
tabaco de 94 bp se acopié directamente al codon de iniciacién de LeF3'5'H1 o
LeF3'5'H4, respectivamente usando esta mezcla de fragmentos de ADN como
molde y usando Xbal-ADH-Fd (SEQ ID NO. 42) y Hpal-LeF3'5’'H-Rv (5
GTTAACATCTCGGGCAGCACC-3', SEQ ID NO. 48) como cebadores.

[0077)]

Luego de subclonar en cada caso mediante la técnica TA-cloning estos
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fragmentos de ADN en pCR2.1, se ligaron respectivamente un fragmento de ADN,
obtenido digiriendo con Xbal y Hpal, y un fragmento de un vector binario, obtenido
digiriendo plG121-Hm 35S::LeF3'5'H1 o plG121-Hm 35S::LeF3'5'H4 con Xbal y
Hpal, para obtener plG121-Hm 35S:ADHNF-LeF3'5'H1 y plG121-Hm
35S::ADHNF-LeF3'5'H4. Un fragmento de ADN de ADHNF-LeF3'5'H1::NOSter de
aproximadamente 2.6 kb, obtenido digiriendo estos vectores binarios con Xbal y
EcoRV, se ligdé con un fragmento de un vector binario, obtenido digiriendo pBIl121
HANS-CmF3Hp1k-S con Spel y EcolCRI, para obtener pBl121 chrysanthemum
F3Hprolkpro::ADHNF-loberia F3'5'H1:NOSter y pBI121  chrysanthemum
F3Hpro1kpro::ADHNF-eustoma F3'5'H4::NOSter.

Aunque se obtuvieron 12 cepas de crisantemos recombinantes derivados
de la variedad de crisantemo 94-765 utilizando Agrobacterium transformado con
pBI121 chrysanthemum F3Hprolkpro::ADHNF-loberia F3'5'H1::NOSter, no se
obtuvieron individuos que contuvieran delfinidina. Adicionalmente, aunque se
obtuvieron 34 cepas de crisantemos recombinantes derivados de la variedad de
crisantemo  94-765 usando Agrobacterium transformado con pBl121
chrysanthemum F3Hpro1kpro::ADHNF-loberia F3'5’H4::NOSter, no se obtuvieron

individuos que contuvieran delfinidina.

[0078]

Ejemplo 5: Produccion de pBINPLUS Chrysanthemum F3Hpro1k::ADHNF-pansy-
F3'5'H#40::NOSter

Se obtuvo  pBInPLUS chrysanthemum F3Hpro1k::ADHNF-pansy
F3'5'H#40.:NOSter ligando un fragmento de ADN del promotor F3H de
aproximadamente 1.1 kb, obtenido digiriendo pCR HANS-CmF3Hp1k-Becll con
Ascl y Bell, y un fragmento de un vector binario, obtenido digiriendo pBinPLUS
Rugosa rose F3Hpro::ADHNF-pansy F3'5'H#40::NOSter con Ascl y BamHI. Este

plasmido se introdujo en la cepa de Agrobacterium tumefaciens EHA105,

Se obtuvieron 6 cepas de crisantemos recombinantes derivados de la
variedad de crisantemo 94-675, utilizando este Agrobacterium transformado. Se
detectd delfinidina en los pétalos de la flor de 4 de estas cepas, y el contenido de
delfinidina alcanzé 26.8%.

[0079]
Ejemplo 6: Produccion de pBl121 Chrysanthemum F3Hpro1k::ADHNF-cineraria

F3'5'H:NOSter vy Transformacién en Crisantemo

Se mezclaron dos tipos de fragmentos de ADN conformados por un
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fragmento de ADN amplificado por PCR usando el F3'5'H (pSPB2774) de
cineraria, obtenido en Ejemplo de Referencia 2, como molde y usando ADH-
ScF3'6'H-Fd (5-CAAGAAAAATAAATGAGCATTCTAACCCTAATC-3', SEQ ID NO.
57) y Ndel-ScF3'5'H-Rv (5'-CATATGTTTAGCTCCAGAATTTGG-3', SEQ ID NO.
58) como cebadores, y un fragmento de ADN amplificado por PCR usando pBI121
ADH-221 como molde y usando Xbal-ADH-Fd (SEQ ID NO. 42) y ScF3'5'H-ADH-
Rv (5-TAGAATGCTCATTTATTTTTCTTGATTTCCTTCAC-3', SEQ ID NO. 59)
como cebadores, y se obtuvo un fragmento de ADN, en el cual ADH-5'UTR de
tabaco de 94 bp se acopld directamente al codon de iniciacion de F3'5'H de
cineraria, mediante PCR usando esta mezcla de fragmentos de ADN como molde
y usando Xbal-ADH-Fd (SEQ ID NO. 42) y Ndel-ScF3'5'H-Rv (5'-
CATATGTTTAGCTCCAGAATTTGG-3', SEQ ID NO. 60) como cebadores. Luego
de subclonar, por la técnica TA-cloning, este fragmento de ADN en pCR2.1, se
ligaron un fragmento de ADN, obtenido digiriendo con Xbal y Ndel, y un fragmento
del vector, obtenido digiriendo pSPB2774 con Xbal y Ndel, para obtener
pBluescript Sk ADHNF-cineraria F3'5'H.

[0080]

A continuacion, se ligaron un fragmento de ADN de aproximadamente 1.7
kb, obtenido digiriendo pBluescript Sk™ ADHNF-cineraria F3'5'H con Xbal y Xhol, y
un fragmento de un vector obtenido digiriendo pCR2.1 con Xbal y Xhol para
obtener pCR2.1 ADHNF-cineraria F3'5'H. Se obtuvo entonces pBIi121
chrysantemum F3Hpro1k::ADHNF-cineraria F3'5'H::NOSter ligando un fragmento
de ADN obtenido digiriendo este pCR2.1 ADHNF-cineraria F3'8'H con Xbal y
EcoRVY con un fragmento de un vector hinario, obtenido digiriendo pBi121 HANS-
CmF3Hp1k-S con Spel y EcolCRI. Este plasmido se introdujo en la cepa de
Agrobacterium tumefaciens EHA105. _

Se obtuvieron 50 cepas de crisantemos recombinantes de la variedad de
crisantemo 94-765, utilizando este Agrobacterium transformado. Se detectd
deffinidina en los pétalos de la flor de 37 de estas cepas, y el contenido de

delfinidina alcanzo 36.2%.

[0081]
Eijemplo 7: Produccion de pBl121 ChrysantemumF3Hprolk::ADHNF-Japanese
gentian F3'5'H::NOSter

Se mezclaron dos tipos de fragmentos de ADN conformados por un

fragmento de ADN amplificado por PCR usando F3'5'H de gehciana japonesa

ST
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clonado en pBluescript SK- (plasmido pG48 descrito en WO 2004/020637) como
molde y usando ADH-Gentian-Fd (5'-
CAAGAAAAATAAATGTCACCCATTTACACCACCC-3, SEQ ID NO. 61) y Sall-
Gentian F3'5'H-Rv (5-GTCGACGCTATTGCTAAGCC-3', SEQ ID NO. 62) como
cebadores, y un fragmento de ADN amplificado por PCR usando pBI121 ADH-221
como molde y usando Xbal-ADH-Fd (SEQ ID NO. 42) y Gentian-ADH-Rv (5'-
AATGGGTGACATTTATTTTTCTTGATTTCCTTCAC-3', SEQ ID NO. 63) como
cebadores, y se obtuvo un fragmento de ADN, en el cual ADH-5'UTR de tabaco de
94 bp se acopld directamente al codon de iniciacion de F3'5'H de genciana
japonesa, utilizando esta mezcla de fragmentos de ADN como molde y usando
Xbal-ADH-Fd (SEQ ID NO. 42) vy Sall-Gentian F35H-Rv (5'-
GTCGACGCTATTGCTAAGCC-3', SEQ ID NO. 64) como cebadores. Luego de
subclonar, por la técnica TA-cloning, este fragmento de ADN en pCR2.1, se
ligaron un fragmento de ADN de aproximadamente 400 bp, obtenido digiriendo
con Xbal y Sall, y un fragmento de un vector, obtenido digiriendo pG48 con Xbal y
Sall, para obtener pBluescript SK- ADHNF-Japanese gentian F3'5'H.

[0082]

A continuacion, se ligaron un fragmento de ADN de aproximadamente 1.8
kb, obtenido digiriendo pBluescript SK- ADHNF-Japanese gentian F3'5'H con Xbal
y Xhol, y un fragmento de un vector, obtenido digiriendo pCR2.1 con Xbal y Xhol,
para obtener pCR2.1 ADHNF-Japanese gentian F3'5'H. Se obtuvo pBl112
chrysanthemum F3Hpro1k::ADHNF Japanese gentian F3'6'H::NOSter ligando un
fragmento de ADN, obtenido digiriendo este pCR2.1 ADHNF-Japanese gentian
F3'5'H con Xbal y EcoRYV, y un fragmento de un vector binario obtenido digiriendo
pBI121 HANS-CmF3Hp1k-S con Spel y EcolCRI. Este plasmido se introdujo en la
cepa de Agrobacterium tumefaciens EHA105.

Aunque se obtuvieron 21 cepas de crisantemos recombinantes derivados
de la variedad de crisantemo 94-765, utilizando este Agrobacterium transformado,

no se obtuvieron individuos que contuvieran delfinidina.

[0083]
Ejempio 8: Produccién de pBi121 Chrysanthemum F3Hproik:ADHNE-Verbena
F3'5'H::NOSter

Se mezclaron dos tipos de fragmentos de ADN conformados por un

fragmento de ADN amplificado por PCR usando F3'5'H de verbena clonado en
pBluescript SK- (pHVF7, Plant Biotechnology, 23, 5-11, 2006, base de datos de
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ADN No. de Accesién ABA234898) como molde y usando ADH-Verbena-Fd (5'-
CAAGAAAAATAAATGACGTTTTCAGAGCTTATAAAC-3', SEQ ID NQ.65) y Ncol-
Verbena F3'5'H-Rv (5'-CCATGGAGTAAATCAGCATCTC-3', SEQ ID NO. 66) como
cebadores, y un fragmento de ADN amplificado por PCR usando pBI121 ADH-221
como molde y usando Xbal-ADH-Fd (SEQ ID NO. 42) y Verbena ADH-Rv (5'-
TGAAAACGTCATTTATTTTTCTTGATTTCCTTCAC-3', SEQ ID NO. 67) como
‘cebadores, y se obtuvo un fragmento de ADN, en el cual ADH-5'UTR de tabaco de
94 bp se acoplé directamente al codon de iniciacién de F3'5'H de verbena,
obtenido por PCR utilizando la mezcla de los fragmentos de ADN como molde y
usando Xbal-ADH-Fd (SEQ ID NO. 42) y Ncol-Verbena F3'5'H-Rv (5'-
CCATGGAGTAAATCAGCATCTC-3', SEQ ID NO. 68) como cebadores. Luego de
subclonar, por la técnica de TA-cloning, este fragmento de ADN en pCR2.1, se
obtuvo pBluescript SK- ADHNF-verbena F3'5'H ligando un fragmento de ADN de
aproximadamente 700 b, obtenido digiriendo con Xbal y Ncol, y un fragmento de
un vector, obtenido digiriendo pHVF7 c¢on Xbal y Ncol.

[0084]

A continuacién, se ligaron un fragmento de ADN de 1.8 kb, obtenido
digiriendo pBluescript SK- ADHNF-verbena F3'5'H con Xbal y Xhol, y un
fragmento de un vector, obtenido digiriendo pCR2.1 con Xbal y Xhol, para obtener
pCR2.1  ADHNF-verbena F3'5'H. Se obtuvo entonces pBl121
chrysanthemumF3Hpro1k::ADHNF-verbena F3'5'H::NOSter ligando un fragmento
de ADN, obtenido digiriendo este pCR2.1 ADHNF-verbena F3'5'H con Xbal y
EcoRV, y un fragmento de un vector binario, obtenido digiriendo pBI121 HANS-
CmF3Hk1k-S con Spel y EcolCRI. Este plasmido se introdujo en la cepa de
Agrobacterium tumefaciens EHA105.

Se obtuviercn 17 cepas de crisantemos recombinantes derivados de la
variedad de crisantemo 94-765, utilizando este Agrobacterium transformado. Se
detectd delfinidina en los pétalos de las flores de 11 de estas cepas, y el contenido

maximo de delfinidina fue 28.4%.

[0085]
Ejemplo 9: Producciéon de pBi121 _Chrysanthemum F3Hprolk::ADHNF-Blue
Snapdragon F3'5'H::NOSter

Se produjo una biblioteca de ADNc utilizando ARNm obtenido del capullo

de un tipo de cabeza de dragén (Antirrhinum kelloggii, cabeza de dragén azul)
empleando el Uni-ZAP XR Vector Kit {(Stratagene), de acuerdo con el método

3
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recomendado por el fabricante. Esta t;iblioteca se cribd de acuerdo con el método
descrito en el Ejemplo de Referencia 2 para obtener dos tipos de plasmidos
pSPB3145 y pSPB3146 que contenian respectivamente ADNc #1 de F3'5'H (SEQ
ID NO. 69) y ADNc #12 de F3'5'H (SEQ ID NO. 71).

[0086]

Se mezclaron dos tipos de fragmentos de ADN conformados por un
fragmento de ADN amplificado por PCR utilizando pSPB3145 o pSPB3146 como
moide y usando ADH-AKF3'5'H-Fd (5"-
CAAGAAAAATAAATGCAGATAATAATTCCGGTCC-3', SEQ ID NO. 73) y Nsil-
AKF3'5'H-Rv (5'-ATGCATGTCCTCTAACATGTATC-3', SEQ ID NO. 74) como
cebadores, y un fragmento de ADN amplificado por PCR utilizando pBl121 ADH-
221 como molde y usando Xbal-ADH-Fd (SEQ ID NO. 42) y AKF3'5'H-ADH-Rv (5'-
TATTATCTGCATTTATTTTTCTTGATTTCCTTCAC-3', SEQ ID NO. 75) como
cebadores, y se obtuvo respectivamente un fragmento de ADN, en el cual ADH-
5UTR de tabaco de 94 bp se acopld directamente al coddn de iniciacion
(AK)F3'5'H #1 o #12 de cabeza de dragon azul, por PCR utilizando la mezcla de
fragmentos de ADN como molde y usando Xbal-ADH-Fd (SEQ ID NO. 42) y Nsil-
AKF3'5'H-Ry {5-ATGCATGTCCTCTAACATGTATC-3', SEQ ID NO. 76) como
cebadores. Luego de subclonar, por la técnica TA-cloning, este fragmento de
ADN a pCR2.1, se obtuvieron pBluescript SK- ADHNF-AKF3'5'H #1 y #12 ligando
respectivamente un fragmento de ADN de aproximadamente 700 b, obtenido
digiriendo con Xbal y Nsil, y un fragmento de un vector, obtenido digiriendo
pSPB3145 (pBluescript SK- AKF3'5'H #1) y pSBP3146 (pBluescript SK- AKF3'5'H
#12) con Xbal y Nsil.

[0087]

A continuacién, se ligaron fragmentos de ADN de aproximadamente 700 b,
obtenidos digiriendo pBluescript SK- ADHNF-AKF3'5'H #1 y #12 con Xbal y Xhol
con un fragmento de un vector, obtenido digiriendo pCR2.1 con Xbal y Xhol, para
obtener pCR2.1 ADHNF-AKF3'5'H #1 y #12. Se obtuvieron pBI121
chrysanthemum F3Hpro1k::ADHNF-AKF3'5'H#1::NOSter y pBI121 chrysanthemum
F3Hpro1k::ADHNF-AKF3'5'H#12::NOGSter, ligando respectivamente fragmentos de
ADN, obtenidos digiriendo estos pCR2.1 ADHNF-AKF3'S'H #1 y #12 con Xbal y
EcoRV, con un fragmento de un vector binario, obtenido digiriendo pBI121 HANS-
CmF3Hp1k-S con Spel y EcolCRI. Estos plasmidos se transfectaron en la cepa

de Agrobacterium tumefaciens EHA105.

SS
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Se obtuvo 1 cepa de crisantemos recombinantes derivados de la variedad
de crisantemo 94-765, utilizando este Agrobacterium transformado. Se detectd
delfinidina en los pétalos de las flores de esta cepa, y el contenido de delfinidina

alcanzé6 2.9%.

[0088]
Ejempio 10: Produccion de pBI121 Chrisanthemum F3Hpro500::ADHNE-cineraria
F3'5'H::NOSter

Se ligaron un fragmento de ADN de un vector binario, obtenido digiriendo el
pBI121 HANS-CmF3Hp500-X obtenido en Ejemplo 1 con Xbal y EcolCRI, y un
fragmento de ADN de ADHNF-cineraria F3'5'H, obtenido digiriendo el pCR2.1
ADHNF-cineraria F3'S'H obtenido en Ejempio 6, para obtener pBI121-
chrysanthemum F3Hpro500::ADHNF-cineraria F3'5'H::NOSter, el cual se introdujo
luego en la cepa de Agrobacterium tumefaciens EHA105.

Se obtuvieron 7 cepas de crisantemos recombinantes derivados de la
variedad de crisantemo Taihei, utilizando este Agrobacterium transformado. Se
detecté delfinidina en 5 de esas cepas, y el contenido de delfinidina alcanzoé
25.5%.

POSIBILIDAD DE APLICACION INDUSTRIAL

[0089]

De acuerdo con la presente invencion, el color de las flores de crisantemo
puede cambiarse a azul utilizando la regién reguladora de transcripcién de
flavanona 3-hidroxilasa (F3H) derivada de crisantemo, expresando la flavonoide
3'5"-hidroxilasa (F3'5'H) en crisantemo, y permitiendo que una gran cantidad de
delfinidina se acumule en los pétalos de las flores. Aunque los crisantemos vienen
en colores de flores incluyendo blanco, amarillo, anaranjado, rojo, rosado y rojo
purpura, puesto que no hay variedades existentes o variedades silvestres
estrechamente relacionadas que produzcan flores azuladas, tales como las que
tienen un color purpura o azul, los crisantemos azules producidos de acuerdo con

el método de la presente invencion llevaran a estimular una nueva demanda.

[0090]
[Tabla 1]



Tabla 1 de D en Ti de Crisantemo Introducidos con Varios Genes F3'5'H
Caseto 08 Genes 1 FI5H Cascle do Gonea 2 o, e trans- No.de Individuos | No. s Indviduos que|  Contanido de DeFirkdina - Ejempio Na.
Bromotor Polenciador ADH ™ Ongea odl Gen Terminador Promotor Gones Terminador formantes analizados para | conlignen delfinidina Media WMo (%)
FISH detectar ta presoncia (%)
do agficonas
Rugosa 1050 DFR Ninguno Pansy #40 NOS T Z T 03 o5 Red. 6. 5
RUg0sa 1058 DFR Ningung, Pansy #30 NOS Rose ANS Torania 56T WMAS 2 T o 0.0 0.0 Rer. 6. 5
Rugosa rase F3H Ningono Pansy 40 NOS 3 3 0 5.0 05 Rel. B 6
Rugosa rose F3H S4B, 600piado Gredid Pansy 540 NOS 4 B Q 00 0o Rel &) 7
Rugosa rose DFR Ninguno Pansy #0 NO! Gentian 3GT Torenia M1 oS 5 ) a 0.7 [0 Rel 5. 5
Garbara CHS. Ninguno Pansy #18 NOS Z 7 0 50 00
Pansy #40 ‘Ninguno Pansy %40 NOS Perita AT Periia SAT Periia IAT 3 T 7 3 72 Rel &1 4
Rose CHS Ningono Pansy #18 NGS W 0 5 3 53 Ret. 6. 3
Rose CHS Tinguno Fansy #18 NOS Rose CHS NOS W i 7 0.2 36 Ret. 6. 3
F3HIR
Rosa CHS 34 bp, con 83paciador Pansy #18 NOS 30 £ 5 02 5 Ref E). §
Rose CHS S40p, acopiado directo Farsy 840 NOS 19 ] g 0.0 00 Rel ). 0
Tamvass T4 5, 600 &spaciador Pansy #40 —NOS B 5 Fl 02 o7
Camv3ss 7455, con espaciedor Belilower NOS il 5 3 (5 69
Chaysanthemum FaHTK 54 bp, acopiedo drecis Gertian NGS Eil 9 G ) 00 ExT
Cheysanifamunm FIHIK S bp, acopiado drecto Tobewa #1 NOS 77 il ] 0.0 0.0 B
Chuysanthiemum Far Tk 34 bp, acoplado drecto obeta #4 NOS 3 £ i 00 05 Exd
Chrysanthomum FIHTK 54 b, acopiado diedto Biue snap- dragon NOS T i 7 29 29 Ex9
Chysanthemun FGATK 94 p, acoplado directo Eustoma HOS 5 B 7 05 7
Chrysantemuzn F 3H500 'S4 Bp, acoplado drecio | Cinerars NGS 7 7 5 0K 55
Cheysanthomum FaHTR 4 bp, a00pio00 GeciD Pansy #40 NOS B 5 % 145 265
F3HK 'S4 6p. 200Dt Verbena —NOS 7 2 il 85 £x] 3
FaHTK 94 Bp, acopiado drecto Cineraria NOS E i 37 75 562 EQ
Chiysanihemum F3HIK 94 b9, 300PIBGO AIrGCt Beifowar NGS ) 3 30 314 5 X

*

Longitud de 5'UTR del gen ADH de tabaco y manera de acoplarlo al codon de iniciacion del gen F3'5°'H

Relacion de delfinidina a antocianidinas totales durante la hidrélisis de antocianina acumulada en pétalos en rayos (% en peso)

El numero de transformantes para los cuales el contenido de delfinidina fue 0 se incluyo al determinar los valores de la media.

18
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir una planta de crisantemo que contiene
delfinidina en sus pétalos, método que incluye el paso de expresar la flavonoide
3',5-hidroxilasa (F3'6'H) en una planta de crisantemo usando como una region
reguladora de transcripciéon un acido nucleico seleccionado del grupo conformado
por:

(1) un acido nucleico que contiene la secuencia nucleotidica indicada en
SEQ ID NO. 34 0 SEQ ID NO. 87,

{2) un acido nucleico capaz de funcionar como una regién reguladora de
transcripcion del gen de la flavanona 3-hidroxilasa (F3H) derivado de crisantemo, y
que contiene una secuencia nucleotidica en la cual la secuencia nucleoctidica
indicada en SEQ ID NO. 34 o SEQ ID NO. 87 se ha modificado por la adicion,
delecion y/o sustitucion de uno o varios nucleotidos;

(3) un &cido nucleico capaz de funcionar como una regién reguladora de
transcripcion del gen de |a flavanona 3-hidroxilasa (F3H) derivado de crisantemo, y
capaz de hibridarse bajo condiciones de alta restriccion con un acido nucleico
compuesto por una secuencia nucleotidica complementaria a la secuencia
nucleotidica indicada en SEQ ID NO. 34 0 SEQ ID NO. 87, y,

(4} un acido nucleico capaz de funcionar como una region reguladora de
transcripcion del gen de la flavanona 3-hidroxilasa (F3H) derivado de crisantemo, y
que tiene una identidad de secuencia de por lo menos 90% con la secuencia
nucleotidica indicada en SEQ ID NO. 34 o SEQ ID NO. 87.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la flavonoide
3',5-hidroxilasa {F3'5'H) se deriva de la campanilla o campanula, cineraria,

verbena y pensamiento #40.

3. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde un

potenciador de traduccidn derivado de la alcohol deshidrogenasa del tabaco se
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utiliza ademas en adicién a la regién reguladora de transcripcion.

4, El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde se utiliza un
vector de expresidn o casete de expresion, en el cual el potenciador de traduccion

se acopla directamente a un codon de iniciacién del gen F3'5'H.

5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
en donde el contenido de delfinidina en los pétalos es 25% en peso, o mas, del

peso total de las antocianidinas.

6. Una planta de crisantemo, su progenie, o producto de proliferacion
vegetativa, parte o tejido de la misma, que contiene el acido nucleico de acuerdo
con la reivindicacion 1, o producida segun el método de acuerdo con la

reivindicacion 1.

7. La planta de crisantemo, su progenie, o producto de proliferacion
vegetativa, parte o tejido de la misma de acuerdo con reivindicacion 6, la cual es

una flor cortada.

8. Un producto procesado de una flor cortada utilizando la flor cortada
de acuerdo con reivindicacién 7.

15
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EXTRACTO

Se divulgan: un método para producir una planta de crisantemo, que tiéne
pétalos que contienen delfinidina, utilizando una regién reguladora de transcripcion
para un gen de la flavanona 3-hidroxilasa (F3H) derivado de crisantemo; y una
planta de crisantemo, una progenie o un producto de proliferacién vegetativa de la
planta, o una parte o un tejido de la planta, la progenie o el producto de
proliferacion végetativa, y particularmente un pétalo o una flor cortada de la planta.
En el método para producir una planta de crisantemo, que tiene pétalos que
contienen delfinidina, se hace que una flavonoide 3',5-hidroxilasa (F3'5'H) se
exprese en una planta de crisantemo, utilizando una regidn reguladora de
transcripcion para un gen de flavanona 3-hidroxilasa (F3H) derivado de

crisantemo.
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<110>

LISTADO DE SECUENCIAS

Suntory Holdings Limited

<120>

National Agriculture and Food Research Organization, and

Un Método para Producir Crisantemo cuyos Pétalos Contienen

Delfinidina Utilizando el Promotor F3H de Crisantemo

<130> Y5490

<150
<151>

JP20

<160> 87

<170>

«210> 1

<211> 1096
«212> DNA
<213>

<220>
221>
<222>
<223>

(1).
<400> 1

aactattatg
tttcactact
cttcacaaca
aaattcggca
tgtgtctcat
aagtaaatta
aattaatatt
aataaaatga
aaggttgggt
ttattgtcea
ttgtatttaa
tatagtaaaa
tattaaatgt
agggagtata
agattggatt
aaatctgccece
gacatctagc
gtcgtcaaag

tacgttcaac

-PCT

09-107054

2005-04-24

promotor

. {1096)

promotor de la

atcccacaga
ctactgaacg
gagaggctca
ctaactaaat
tgtagtttat
tgaatttata
ttttaaatgce
taaatatttt
tggatgaggt
ttattcettt
atattectett
aaataagggc
gatttcttaa
aagttggagg
aaaggaggtc
agcaaaataa
aatatagcca
aatggtaagt

accgcce

PatentIn version 3.3

Perilla frutescens

antocianina 3-acil transferasa

gtttttgaca gatgagtctt caggaggaga

catcacaagt
tagagctett
atataattta
ttaattatgt
attatatggg
aagagaaaaa
atgtaggttg
cactgatggg
ttgggatgtc
acaaatataa
aatataggat
tctgtgtgaa
ttgtggatgt
actgatgtgg
aataataagt
catatatagt

atagaaaagc

ttatcggett
aaagaggatt
cgttttatge
tttcactctt
taattttttyg
tgttatttta
ggagaaaatg
agtataaata
¢caaaattat
ccctatttga
aattattgta
aataggaagt
ggaggagaaa
gtagtcttag
aaataaataa
gcagtagcac

atctttaaat

atatgactaa
tgatcgagca
actcgtaatt
gtaattttta
ataattatgc
ataacatgtt
aaaaaataat
atactcccte
agtcctatte
tatagtatga
aattgtatat
ggactataat
gaaattaata
aggaaatgta
actaaatatg
gcagcgcetcg

aacacaccaa

tgctgaacct
tagggatcaa
catatggaaa
taaaatttca
ttttgttgtyg
aattaaaaat
cttattaaaa
attttatttg
cgtcccataa
taaattggga
atgcaattaa
ttccaataca
tatgggacgg
ttttatttaa
gtcttagagy
tattgaatgc
ttactcgtca

aaaccacage

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1096



<210> 2
<211l> 4087
<212> DNA
213>

«220>
<221>
<222>
<223>

CDS
(109
pSPB

7)..(2443)
3311,

terminador

<400> 2
aactattatg

tttcactact
cttcacaaca
aaattcggca
tgtgtctcat
aagtaaatta
aattaatatt
aataaaatga
aaggttgggt
ttattgtcca
Ltgtatttaa
tatagtaaaa
tattaaatgt
agggagtata
agattggatt
aaatctgccece
gacatctagce
gtcgtcaaag

tacgttcaac

cca
Pro

ccg
Pro
15

gac
Asp

atg
Met
30

ttc
Phe

gaa
Glu
45

ccg
Pro

acg
Thr

cct
Pro

atcccacaga
ctactgaacg
gagaggctca
ctaactaaat
tgtagtttat
tgaatttata
ttttaaatge
taaatatttt
tggatgaggt
ttattcettt
atattctttt
aaataagggc
gatttcttaa
aagttggagg
aaaggaggte
agcaaaataa
aatatagcca
aatggtaagt
accgece atg

Met

1

gac
Asp

tcg
Ser

ctg
Leu

tgg
Trp

tce
Ser

tgt
Cys

gtg
Val

cat
Hig

aag
Lys
50

Perilla frutescens

gtttttgaca
catcacaagt
tagagetctt
atataattta
ttaattatgt
attatatggg
aagagaaaaa
atgtaggttyg
cactgatggy
ttgggatgtc
acaaatataa
aatataggat
tetgtgtgaa
ttgtggatgt
actgatgtygg
aataataagt
catatatagt

atagaaaagc

promotor de la antocianina

gatgagtctt
ttatcggett
aaagaggatt
cgttttatge
tttecactctt
taatttittg
tgttatttta
ggagaaaatg
agtataaata
ccaaaattat
ccectatttga
aattattgta
aataggaagt
ggaggagaaa
gtagtcttag
aaataaataa
gcagtagcac

atctttaaat

3-acil transferasa + CDS +

caggaggaga
atatgactaa
tgatcgagea
actegtaatt
gtaattttta
ataattatgc
ataacatgtt
aaaaaataat
atactcecetc
agtcctatte
tatagtatga
aattgtatat
ggactataat
gaaattaata
aggaaatgta
actaaatatyg
gcagecgetcg

agacacaccaa

tgectgaacct
tagggatcaa
catatggaaa
taaaatttca
ttttgttgtyg
aattaaaaat
cttattaaaa
attttatttg
cgtceccataa
taaattggga
atgcaattaa
ttccaataca
tatgggacgg
ttttatttaa
gtcttagagg
tattgaatgce
ttactcgteca

aaaccacagc

acc acc acc gtg atec gaa acg tgt aga gtt ggg
Thr Thr Thr Val Ile Glu Thr Cys Arg Val Gly

gcg
Ala

gag
Glu
20

ttt
Phe
35

cat
His

cat
His

caa
Gln

5

caa
Gln

tcg
Ser

ttg
Leu

ctt
Leu

cce
Pro

atg
Met

tte
Phe

teca
Ser

gaa
Glu
55

1

cte
Leu
25

aca
Thr

ccg
Pro

cte
Leu

cte
Leu

cag
Gln
40

att
Ile

atc
Ile

tece
Ser

0

ttc
Phe

ttc
Phe

ttc
Phe

tac
Tyr

cca
Pro

aaa
Lys
60

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

844

900

960

1020

1080

1132

11890

1228

1276

66



ctc
Leu

tgc
Cys

tat
Tyr

gac
Asgp

tac
Tyr
125

aaa
Lys

ggc
Gly

tcg
Ser

gaa
Glu

gte
Val
205

cta

Leu

att
Ile

ggt
Gly

gta
Val

gca
Ala
285

gat
Asp

aac

aaa
Lys

aat
Asn

cta
Leu

tte
Phe
110

aac
Asn

¢cte
Leu

gtc
Val

ttt
Phe

gat
Asp
190

ata

Ile

add
Lys

cga
Arg

tcg
Ser

gcg
Ala
270

gat
Asp

cta
Leu

tgc

caa
Gln

tta
Leu

tcg
Ser
95

gat
Asp

tte
Phe

tte
Phe

ggt
Gly

ctc
Leu
175

gaa

Glu

aaa
Lys

Lttt
Phe

acc
Thx

att
Ile
255

att
Ile

gaa
Glu

299
Arg

tta

tet
Ser

atc
Ile
80

9499
Gly

gat
Asp

gte
val

caa
Gln

att
Ile
i60

gce

Ala

gat
Asp

tat
Tyr

cct
Pro

acy
Thr
240

cag
Gln

gca
Ala

gac
Asp

cca
Pro

teg

cte
Leu
&5

tac
Tyr

gac
Asp

ctc
Leu

cct
Pro

gte
vVal
145

gga
Gly

Lttt
Phe

gaa
Glu

ccg
Pro

ttyg
Leu
225

ttc
Phe

tcc
Ser

gct
Ala

cac
His

cga
Arg
305

tac

tct
Ser

cct
Pro

tcg
Ser

gtc
Val

aaa
Lys
130

ttc
Phe

ata
Ile

ata
Ile

gag
Glu

acg
Thr
210

caa

Gln

gtt
Val

aga
Arg

tat
Tyr

gac
Asp
250

tta
Leu

gcg

aaa
Lys

tca
Ser

gtt
Val

gga
Gly
115

ttg
Leu

gcc
Ala

gca
Ala

acg
Thr

ttt
Phe
195

aaa

Lys

tct
Ser

tte
Phe

gtt
Val

atg
Met
275

gac
Asp

gat
Asp

ctg

act
Thr

tct
Ser

tct
Ser
100

aat
Asn

ofele)
Pro

gtg
Val

acg
Thr

geot
Ala
180

aaa

Lys

ttt
Phe

cgt
Arg

acc
Thr

cca
Proc
260

tag
Trp

999
Gly

ccg
Pro

ccg

ctce
Leu

ceg
Pro
85

tte
Phe

cgc
Arg

cag
Gln

cag
Gln

cat
His
165

tgg
Trp

tct
Ser

gac
Asp

cat
His

caa
Gln
245

agt
Ser

gct
Ala

gat
Asp

cea
Pro

aga

ata
Ile
70

gag
Glu

act
Thr

gca
Ala

att
Ile

gtg
Val
150

cac
His

gct
Ala

ttg
Leu

tcg
Ser

cce
Pro
230

tee

Ser

tta
Leu

ggc
Gly

gca
Ala

gtt
Val
310

atg

cac
His

aaa
Lys

atc
Ile

gaa
Glu

gte
Val
135

act
Thr

aca
Thr

tgg
Trp

cca
Pro

att
Ile
215

tca

Ser

gaa
Glu

gtc
Val

gta
val

Lttt
Phe
295

cee
Pro

cgg

tte
Phe

atg
Met

gca
Ala

tct
Ser
120

gaa
Glu

ctt
Leu

gtt
Val

atg
Met

gtt
Val
200

tat

Tyr

tta
Leu

att
Ile

cat
His

acg
Thr
280

ttc
Phe

gaa
Glu

cgg

tte
Phe

cce
Pro

gaa
Glu
105

ccce

Pro

gaa
Glu

tte
Phe

agc
Ser

agc
Ser
185

tte
Phe

tgg
Trp

ccg
Pro

aag

cte
Leu
265

aaa
Lys

ttyg
Leu

aat
Asn

cga

cct
Pro

gag
Glu
90

tct
Ser

gtt
Val

tct
Ser

cca
Pro

gat
Asp
170

aaa

Lys

gat
Asp

aaa
Lys

acg
Thr

aad
Lys
250

tca
Ser

tca
Ser

att
Ile

tac
Tyr

gag

ctc
Leu
75

ttt
Phe

agc
Ser

agg
Arg

gat
Asp

ggt
Gly
155

gcc
Ala

cac
His

aga
Arg

aag
Lys

gac
Asp
235

ttg

Leu

tct
Ser

cte
Leu

ceyg
Pro

tte
Phe
315

ctg

tca
Ser

cgy
Arg

gac
Asp

cte
Leu

aga
Arg
140

cga
Arg

ccy
Pro

att
Ile

tce
Ser

gcg
Ala
220

cge

Arg

aag
Lys

ttt
Phe

aca
Thr

gtec
Val
300

999
Gly

gtg

1324

1372

1420

1468

1516

1564

lel2

1660

1708

1756

1804

1852

1300

1948

1996

2044

2082



Asn Cys Leu

aaa
Lys
335

gga
Gly

gag
Glu

aaa
Lys

aaa
Lys
350

agg
Arg

tcg
Ser
365

ctg
Leu

gag
Glu

tcg
Ser

gga
Gly

agc
Ser

gcg
Ala

aga
Arg

aag
Lys

ctt
Leu

acy
Thr

tgt
Cys
415

cet
Ser

ttg
Leu
430

cct
Pro

gga att aat

Gly Ile
445

aattaagtgt
gttcaaataa
tggtgetatt
taaaattaca
ctttataacc
atactagaaa
tgacattata
ataaaaagac
gctgtegecece
ggcaaaaaaa
tectettecct
attttgtatt
gaaaacaaag
gccgtgttga
gattgttgta

attttrtatt

Asn

Ser
320

Tyzr

gtg
Val

999
Gly

atc
Ile

aac
Asn

att
Ile

cgt
Arg

Ala

Lttt
Phe

gac
Asp

gaa
Glu

Leu Pro

ctg
Leu

gcg
Ala
340

aag
Lys
355

aga
Arg

ttg
Leu

gcg
Ala

370

cta
Leu
385

aag
Lys

caa
Gln
400

gaa
Glu

aaa
Lys

geg
Ala

aag
Lys

gac
Asp

ggt taa

Gly

tgagtaacgt
aatcacttca
ttttaaaaaa
gtaaaatgca
aacctctcta
tatatcttaa
atatttgata
goetcagacaa
atgggccceg
ttaccgectct
atgtacgect
gaaaacttgt
gttgttttet
attgttatat
actatcaggt

ctttttaata

gat
Asp

ata
Ile

agy
Arg

aaa
Lys

ctt
Leu

tac
Tyr

ttg
Leu

tcg
Ser

tte
Phe
420

gat
Asp

atg
Met
435

gat
Asp

gaagaataat
tttattgtat
tgtttttttt
agatagttta
tatatataat
accatecatce
atttcttcga
tatatgtaga
aaatcttagg
tcacttctcect
ctttcactec
tgaaaactaa
tgtgttgetg
atgttaaaag
ttrttttatt

caatactccce

Arg
325

gct
Ala

ata
Ile

cag
Gln

ggt
Gly

att
Ile
405

gaa
Glu

gct
Ala

Met Arg

gag
Glu

gca
Ala

tta
Leu

gaa
Glu

tca
Ser
375

aaa
Lys

gat
Asp

gca
Ala
390

gat
Asp

999
Gly

gda
Gly

gga
Gly

Lttt
Phe

gct
Ala

atcttttacc
taaccgtita
attgtatttt
atttttacat
atgtgtgtat
cttcaaaaat
acacgttatt
taggatecggc
ggcaaaaaaa
gcctctctee
ctcececctcet
accaaaaata
cagttcccaa
cctaaaatat
gagaatttta

tccatcecaa

Glu
330

Arg Arg

atc
Ile

gcy
Ala
345

gcg
Ala

gtg
Val

acg
Thr
360

gag
Glu

tat
Tyr

ttt
Phe

teg
Ser

Lttt
Phe

tgg
Trp

gga
Gly

tat
Tyr
410

aaa
Lys

gag
Glu

ttg
Leu

gtt
Val

gag
Glu
425

tat
Tyr

ttt
Phe

gct
Ala
440

tattatatat
gtgttecttct
agtattaatt
ttacatatga
gtatgtatac
ttcggggceca
aattcaattt
ccaaaggggt
aaaaaattca
ctcatcecete
ctcagttcectce
gaaaaagdta
acttgcecgag
atccttteag
gatcaattag

tagcaaggtc

Leu Val

atc
Ile

gag
Glu

aaa
Lys

tgg
Trp

gtg
Val

gca
Ala
380

999
Gly
395

aag
Lys

atg
Met

gca
Ala

tgc
Cys

ttg
Leu

tca
Ser

gcy
Ala

taaatgtatg taattaaact aatattatta tgtaacaatt

ttatgagttg
caccatattt
gttttaccac
aacacattct
acatgtatga
tattgcatgg
aataattcta
gtctgggtag
ttatacctag
gtecctecte
tatcacttgt
tagaaaattt
ttgoegactt
aattgagatg
ttatcttgta

cccttgctat

2140

2188

2236

2284

2332

2380

2428

2483

2543

2603

2663

2723

2783

2843

2903

2963

3023

3083

3143

3203

3263

3323

3383

3443



tgggcacggg tattaaggag gaggattatt

tccactttat taaggaatat tataatcaaa

attaggacac taattatttt cttttttggt

aggcaaaaga gaccttgcta ttaggacggt

tacctttect cttetatact aactegtagt

gcaattgaac tagatgtgct attagaaata

gtttcaattt aactaaaact aattatgaaa

tagacgaaat atgataaaga tagaattcta

gtatttcatg aataatgcaa cgecctctttt

aatatcaagc tttatttacc taattgtctc

aattaactct actcaattag ataacctaga

<210> 3

<211> 448

<212> PRT

<213> Perilla frutescens

<400> 3

Met Thr Thr Thr Val Ile Glu Thr

1 5

Ser val Ala Glu Gln Ser Leu Pro

20

Leu His Phe His Pro Met Leu Gln
35 40

Ser Lys Gln His Phe Ser Glu Ser

50 55

Leu Ser Lys Thr Leu Ile His Phe

65 70

Tyr Prc Ser Ser Pro Glu Lys Met

85
Asp Ser Val Ser Phe Thr Ile Ala
100

Leu Val Gly Asn Arg ARla Glu Ser
115 120

Pro Lys Leu Pro Gln Ile Val Glu

130 135

Cys

Leu

25

Leu

Ile

Phe

Pro

Glu

105

Pro

Glu

ataatgaaaa
agtaatataa
atgagacttt
ggacgtgctg
agcggcgagt
aaataaacac
atgaaaaaac
gttcteggtt
catacaactt
gtacgattag

ataagctcetc

Arg val

10

Thr Phe

Leu Pﬁe
Ile

Pro

Leu
75

Pro

Glu Phe

90

Ser Ser

Val

Arg

Ser Asp

ttaatataaa
agtaagtgga
gcetattggga
ccgaggeacy
aaaggtcgaa
aagtgagagg
aaatataaaa
cagttatcac
agaatcgatyg
ttaactaaaa

taga

Gly Pro Pro

Phe Met

30

Asp

Glu Phe

45

Tyr

Lys Leu Lys

Ser Cys Asn

Arg Tyr Leu

Phe
110

Asp Asp

Leu Tyr Asn

125

Arg Leu

1490

Lys

gtaagtggat
tteccacttta
catcccaaaa
caaattaatt
cocctcaagga
ggagtttttyg
cataaacagg
ctttcteccaa
tccaaaggtt

caagctcttt

Pro
15

Asp
Thr Trp
Pro Cys
Gln

Ser

Ile
80

Leu

Ser
as

Gly
Asp Asp
Phe

val

Phe Gln

3503

3563

3623

3683

3743

3803

3863

3523

3583

4043

4087

&9



Val

145

Gly

Phe

Glu

Pro

Leu

225

Phe

Ser

Ala

His

Arg

305

Tyr

Val

Asn

Arg

Leu

385

Glu

Phe

Ile

Tle

Glu

Thr

210

Gln

val

Arg

Tyr

Asp

290

Leu

Ala

Phe

Asp

Glu

370

Asp

Ile

Ala

Ala

Thr

FPhe

195

Lys

Ser

Phe

Val

Met

275

Asp

Asp

Leu

Leu

Lys

355

Ala

Leu

Leu

Val

Thr

Ala

iso

Lys

Phe

Arg

Thr

Pro

260

Trp

Gly

Pro

Pro

Ala

340

Arg

Leu

Tyr

Ser

Gln

His

165

Trp

Ser

Asp

His

Gln

245

Ser

Ala

Asp

Pro

Arg

325

Ala

Ile

Gln

Gly

Ile

Val

150

His

Alg

Leu

Ser

Pro

230

Ser

Leu

Gly

Ala

Val

310

Met

Glu

Leu

Lys

Ala

390

Asp

Thr

Thr

Trp

Pro

Ile

215

Ser

Glu

Val

val

Phe

295

Pro

Arg

Ala

Glu

Ser

375

Asp

Gly

Leu

Val

Met

Val

200

Tyr

Leu

Ile

His

Thr

280

Phe

Glu

Arg

Ile

Thr

360

Tyr

Phe

Glu

Phe
Ser
Ser
185
Phe
Trp
Pro
Lys
Leu
265
Lys
Leu
Asn
Arg
Ala
345
Val
Phe

Gly

Lys

Pro

Asp

170

Lys

Asp

Lys

Thr

Lys

250

Ser

Ser

Ile

TyTY

Glu

330

Ala

Glu

Ser

Trp

Tyr

Gly

155

Ala

His

Arg

Lys

Asp

235

Leu

Ser

Leu

Pro

Phe

315

Leu

Glu

Lys

Val

Gly

385

Ala

Arg

Pro

Ile

Ser

Ala

220

Arg

Lys

Phe

Thr

vVal

300

Gly

Val

Ile

Trp

Ala

380

Lys

Met

Gly

Ser

Glu

Vval

205

Leu

Ile

Gly

Val

Ala

285

Asp

Asn

Gly

Lys

Ser

365

Gly

Ala

Thr

Val

Phe

Asp

150

Ile

Lys

Arg

Ser

Ala

270

Asp

Leu

Cys

Glu

Lys

350

Leu

Ser

Arg

Leu

Gly

Leu

175

Glu

Lys

Phe

Thr

Ile

255

Ile

Glu

Arg

Leu

Lys

335

Arg

Glu

Ser

Lys

Cys

Ile

160

Ala

Asgsp

Tyr

Pro

Thr

240

Gln

Ala

Asp

Pro

Ser

320

Gly

Ile

Ile

Lys

Gln

400

Lys



405

410

415

Ala Arg Asp Phe Glu Gly Gly Leu Glu Val Cys Leu Ser Leu Pro Lys

420

425

430

Asp Lys Met Asp Ala Phe Ala Ala Tyr Phe Ser Ala Gly Ile Asn Gly

435

<210> 4
<211>
<212>
<213>

DNA

<220>
<221>
<222>
223>

CDS

<220>
<221>
<222>
<223>

CDS

<220>
<221>
<222
<2235

<400> 4
ccccaaaaac

ttttcgeect
aacaacactc
ggcctattgg
tattaacgct
ggtgcgggcec
aagttgggta
cgegtaatac
tatcgataag
aagagacaaa
taattgtgag
gtgtttgtaa
tatctattte
gattctttat
ggattcttat
ttggattcca

acatgcattg

6835

(1608) .. (2330)
Otro ORF

(3439) ..(4785)
SAT208 ORF

misc_ feature
(6815) .. (6815)
n is a, c, g,

cttgattagg
ttgacgttgg
aaccctatet
ttaaaaaaat
tacaatttcc
tctteocgetat
acg;cagggt
gactcactat
cttgatatcg
acatcgacta
atgtgtgtta
tcttaagatg
tcttattett
gccttgtcaa
actctcattt
ctttatatca

gattccactt

440

Perilla frutescens

or t

gtgatggttc
agtccacgtt
cggtctatte
gagctgattt
attcgcceatt
tacgccagcet
tttcccagtce
agggcgaatt
aattcecctgea
cttgceettg
gtaattatgce
tettttecte
ttcatacaaa
tttetttttyg
caatttatat
aattgatttc

tatatcaaat

acgtagtggg
ctttaatagt
ttttgattta
aacaaaaatt
caggetgege
ggcgaaaggg
acgacgttgt
gggtaccggg
gcecggggga
tgtttgggca
tatgtgtgtg
actttataaa
cctgcatgea
tacaaacctc
gcaagagtaa
ttgataaatc

taatttcttg

445

ccategecct
ggactcttgt
taagggattt
taacgcgaat
aactgttggg
ggatgtgctg
aaaacgacgg
cceceocteyg
tccactagtt
aaattaaatt
ttagtaatta
taattaatgt
taagtctcaa
atgcatctca
agctaagtat
acatgetttt

ataaatcaca

gatagacggt
tccaaactgg
tgccgattte
tttaacaaaa
aagggcgatc
caaggcgatt
ccagtgagcyg
aggtcgacgg
ctagaagatg
aatgtaattyg
tgagatgtgt
attttatgca
tcatgcattg
atcatgcatt
atcacatgea
gtcagecatce

tacttttgtc

60

120G

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

il



ggccatttea
ttttgtcgge
ctcaaacaaa
cacatgaaaa
ttgatgaatyg
atgtgctcat
ggtattgtga
ctaatccaac

ttcttegtat

gcacgggtag

ttg
Leu

tat
Tyr

gct
Ala

agt
Ser
20

gca
Ala

acg
Thr

att
Ile

tca
Ser

tgc
Cys

ttg
Leu

gca
Ala

aga
Arg

att
Ile

agt
Ser
70

ggt
Gly

gcce
Ala

tgg
Trp
85

gca
Ala

tkg
Leu
100

gaa
Glu

gect
Ala

tca
Ser

aca
Thr

gga
Gly

att
Ile

ttt
Phe

agt
Ser

aat
Asn

gte
Val

ggt
Gly
150

tat
Tyr

teca
Ser

cct
Pro
165

tgecattggat
tagcccatge
atcctcaata
ttectgatgtt
gctagagcga
aaataatccc
tagggaacgt
gtattctcca
agtggaggcc

aaaaggtctt

999
Gly

gca
Ala

gta
Val

aca
Thr

Etc
Phe

agt
Ser
40

ctc
Leu

cta
Leu
55

att
Ile

gat
Asp

caa
Gln

999
Gly

gtt
Val

gca
Ala

tca
Ser

aga
Arg
25

gac
Asp

tat
Tyxr

tgc
Cys

ttt
Phe

tca
Ser

tccactttat
tttgtctata
ccttaccaca
gaatcaaact
ggttatgaaa
aatctggttyg
gagaatggtg
gagctcttce
gttactacca

tcaccattgt

gat
Asp

gce
Ala
10

gat
Asp

gct
Ala

tat
Tyr

aca
Thr

gtt
Val

gga
Gly

atg
Met

cac
His
75

aca

Thr
S

999
Gly

tat
Tyr

gat
Asp

105

ggt
Gly

gcg
Ala
120

gat
Asp
135

gtt
Val

caa
Gln

cgc
Arg

gct
Ala

tag
Trp

tgc
Cys

tta
Leu

aat
Asn

geca
Ala

aat
Asn

gat
Asp

gaa
Glu

ggt
Gly

gat
Asp

aga
Arg
155

ttt
Phe
170

gta
Val

Val

Arg

Arg

Ala

atcaaattga

catatctcag

tctttcaact

caagttctaa

aatatcgtga

taggagctca

aagagcgttt

gacgatgatt

atgatgacta

aaaaatgtac

gtc gttt

Val

gat
Agp

cat
His
30

atc
Ile

gte
Val

ctt
Leu

agg
Arg
45

aag
Lys

caa
Gln

cgt
Arg

gayg
Glu
60

tgg
Trp

tgg
Trp

gaa
Glu

agt
Ser

gga
Gly

aga

tta
Leu

ata
Ile
110

tgg
Trp

att
Ile

aat
Asn
125

gtt
Val

cca
Pro

cga gca
ala

140

tat
Tyr

tat
Tyr

gca

tca
Ser

atc
Ile

aag
Lys

ttttttgata
aaaatgcaca
tcactttaga
ttattctgat
agttgatagt
aacttctaca
gatgaaagac
tcacatgcag
ttttcaacag
aggagct atg
Met

1

tta
Leu

tac
Tyr

gaa
Glu
15

tte
Phe

gta
Val

gaa
Glu

aat
Asn

cet
Pro

caa
Gln

Lttt
Phe

cct
Pro
65

ggt
Gly

aat
Asn
80

aca
Thr

tgt
Cys

tca
Ser

aca
Thx

aag
Lys
95

cat
His

tgg
Trp

gcg
Ala

cte
Leu

cac
His

ggt
Gly

cat
His

gtt
val

agt
ser
145

cte
Leu

acec
Thr
160

gat
Asp

tct
Ser

cct
Pro

aca
Thr
175

aatcacatgc
tcaaaagaaa
aaaatgtctg
tctaacgaac
ataatccaga
gtcagaagaa
tattttgtet
aaatcacttt
aggccaaatt

agg gta
Arg Val

cga
Arg

atg
Met

gte
Val
35

ggt
Gly

caa
Gln
50

gat
Asp

ggc
Gly

atg
Met

cct
Pro

aat
Asn

att
Ile

atc
Ile

ttt
Phe

ttt
Phe
115

tct
Ser
130

cca
Pro

tac

Tyr

atc
Ile

ata
Ile

ggc
Gly

act
Thr

atg
Met:

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1616

1664

1712

1760

1808

1856

1904

1952

2000

2048

2096

2144

7 2



tat
Tyr

cga
Arg
180

aag
Lys

gta
Val

gaa
Glu

€gg
Arg

cca
Pro

cgt
Arg

tgt
Cys

atc
Ile
230

gct
Ala

tgt
Cys
gacacatacc
gatgctgaac
aatagggatc
cacatatgga
tttaaaattt
tattttgttg
gcaattaaaa
ttcttattaa
atattttatt
tccgteccat
tctaaattgg
gaatgcaatt
atttccaata
attatgggéc
tattttattt
tagtcttaga
tgtattgaat
cgttactegt

aaaaaccaca

tgt
Cys

aga
Arg
250

gtt
Val

tte
Phe

ctc
Leu
265

aca
Thr

ctc cte tto

aag
Lys

ttg
Leu

Lttt
Phe

caa
Gln

gtt
val

185

Lttt
Phe
200

gco
Ala

oLt
Leu
215

gtt
val

atc
Ile

ata
Ile
taaactatta
cttttcacta
aacttcacaa
aaaaattcgg
catgtgtctce
tgaagtaaat
ataattaata
aaaataaaat
tgaaggttgy
aattattgtc
gattgtattt
aatatagtaa
catattaaat
ggagggagta
aaagattgga
ggaaatctge
gcgacatcta
cagtcgtcaa

gctacgttca

ggyg cca
Gly Pro

ttc gac
Phe Asp

gga
Gly

tgg
Trp

Cac
His

ceg
Pro

atg
Met

cta
Leu

gtt
Val

gac
Asp

aag
Lys

aat
Asn

atg
Met

235

tgatcccecaca
ctctactgaa
cagagagget
cactaactaa
attgtagttt
tatgaattta
ttttttaaat
gataaatatt
gttggatgag
cattattccet
aaatattett
aaaaataagg
gtgatttctt
taaagttgga
ttaaaggagg
ccagcaaaat
gcaatatagc

agaatggtaa

cac
His

caa
Gln

gaa
Glu
190

caa
Gln

gct
Ala
205

cat
Arg

gtt
Val
220

ttyg
Leu

atg
Met

att
Ile

gtg gag
val Glu
gagtttttga
cgcatcacaa
catagagctc
atatataatt
atttaattat
taattatatg
gcaagagaaa
ttatgtaggt
gtcactgatg
tcttgggatg
ttacaaatat
gcaatatagg
aatctgtgtg
ggttgtggat
tcactgatgt
aaaataataa
cacatatata

gtatagaaaa

gct
Ala

gct
Ala

aga
Arg

Lttt
Phe

Lttt
Phe

gca
Ala

att
Ile
225

aaa
Lya

gga
Gly

gat
Asp

gaa tga

Glu

240

cagatgagtce
gtttatcggce
ttaaagagga
tacgttttat
gttttcactc
ggtaattttt
aatgttattt
tgggagaaaa
ggagtataaa
tcccaaaatt
aaccctattt
ataattattyg
aaaataggaa
gtggaggaga
gggtagtctt
gtaaataaat
gtgcagtagc

gcatctttaa

acaccgcc atg acc acc acce gtg atc
Met Thr Thr Thr Val Ile

ceg
Pro
255

gac
Asp

acg
Thr

tgg
Trp

270

tac gaa

tte

cct

tcg gtg gcg
Ser vVal Ala

Lttt
Phe
27%

ctg cat
Leu His

tcc aag caa

245

caa
Gln

tcg
Ser

gag
Glu
260

coc
Pro

cat
His

atg
Met

cat ttc tea

aaa
Lys

gat
Asgp
185

att
Ile
210

cga
Arg

atg
Met

atg
Met

ttcaggagga
ttatatgact
tttgatcgag
gcactcgtaa
ttgtaatttt
tgataattat
taataacatg
tgaaaaaata
taatactcce
atagtcctat
gatatagtat
taaattgtat
gtggactata
aagaaattaa
agaggaaatg
aaactaaata
acgcagcgcet
ataacacacc
gaa acg

Glu Thr

ttg
Leu

ccyg
Pro

ctt
Leu

cag
Gln
2890

gaa tcc

2192

2240

2288

2330

2390

2450

2510

2570

2630

2690

2750

2810

2870

2930

2990

3050

3110

3170

3230

32%0

3350

3410

3462

3510

3558

3606

3.3



Leu

ate
Ile

ttc
Phe

cec
Pro

gaa
Glu
345

cce
Pro

gaa
Glu

ttc
Phe

agc
Ser

agc
Ser
425

ttc
Phe

tgg
Trp

ceqg
Pro

aag
Lys

cte
Leu
505

ada

Lys

ttyg
Leu

Leu

att
Ile

cct
Pro

gag
Glu
330

tet
Serx

gtt
Val

tect
Ser

cca
Pro

gat
Asp
410

aaa
Lys

gat
Asp

aaa
Lys

acg
Thx

aaa
Lys
490

tca

Ser

tca
Ser

att
Ile

Phe

cca
Pro

cte
Leu
315

ttt
Phe

agce
Ser

agg
Arg

gat
Asp

ggt
Gly
395

gce
Ala

cac
His

aga
Arg

aag
Lys

gac
Asp
475

ttg

Leu

tct
Ser

ctc
Leu

ccg
Pro

Tyr

aaa
Lys
300

tca
Ser

cgg
Arg

gac
Asp

ctc
Leu

aga
Arg
380

cga
Arg

ccg
Pro

att
Ile

tce
Ser

gcg
Ala
460

cge
Arg

aag
Lys

Lttt
Phe

aca
Thr

gtec
val
540

Glu
285

cte
Leu

tge
Cys

tat
Tyr

gac
Asp

tac

Tyr
3165

aaa
Lys

ggce
Gly

tcg
Ser

gaa
Glu

gtc
val
445

cta
Leu

att
Ile

ggt
Gly

gta
val

gca
Ala
525

gat
Asp

Phe

aaa

aat
Asn

cta
Leu

tte
Phe
350

aac
Asn

cte
Leu

gtc
Val

ttt
Phe

gat
Asp
430

ata
Ile

aaa
Lys

cga
Arg

tcg
Ser

gcg
Ala
510

gat
Asp

cta
Leu

Pro

caa
Gln

tta
Leu

tcg
Ser
335

gat
Asp

tte
Phe

tte
Phe

ggt
Gly

cte
Leu
415

gaa
Glu

aaa
Lys

Lttt
Phe

ace
Thr

att
Ile
495

att
Ile

gaa
Glu

499
Arg

Cys

tect
Ser

atce
Tle
320

g99
Gly

gat
Asp

gtc
Val

caa
Gln

att
Ile
400

gee
Ala

gat
Asp

tat
Tyr

cct
Pre

acg
Thr
480

cag

Gln

gca
Ala

gac
Asp

cca
Pro

Ser

cte
Leu
305

tac
Tyr

gac
Asp

ctc
Leu

cct
Pro

gtt
Val
385

gga
Gly

ttt
Phe

gaa
Glu

¢ccg
Pro

ttg
Leu
465

tte
Phe

tce
Ser

gct
Ala

cac
His

cga
Arg
545

Lys
290

tet
Ser

cct
Pro

tcg
Ser

gte
Val

aaa
Lys
370

tte
Phe

ata
Ile

ata
Ile

gag
Glu

acg
Thr
450

caa
Gln

gtt
Val

aga
Arg

tat
Tyr

gac
Asp
530

tta
Leu

Gln

aaa
Lys

tca
Ser

gtt
Val

gga
Gly
355

ttg
Leu

gcce
Ala

gca
Ala

acg
Thr

ttt
Phe
435

aaa
Lys

tct
Ser

tte
Phe

gtt
Val

atg
Met
515

gac

Asp

gat
Asp

His

act
Thr

tct
Ser

tct
Ser
349

aat
Asn

ccg
Pro

gtg
Val

acg
Thr

gct
Ala
420

aaa
Lys

ttt
Phe

cgt
Arg

acc
Thr

cca
Pro
500

tgg
Trp

999
Gly

cecg
Pro

Fhe

cte
Leu

cecyg
Pro
325

Ltte
Phe

cgc
Arg

cag
Gln

cag
Gln

cat
His
405

tgg
Trp

tct
Ser

gac
Asp

cat
His

caa
Gln
485

agt

Ser

gct
Ala

gat
Asp

cca
Pro

Ser

ata
Ile
310

gag
Glu

act
Thr

gca
Ala

att
Ile

gtg
Val
390

cac
His

gct
Ala

ttg
Leu

tcg
Ser

coc
Pro
470

teo
Ser

tta
Leu

gge
Gly

gca
Ala

gtt
Val
550

Glu
295

cac
His

aaa
Lys

atc
Ile

gaa
Glu

gtc
val
375

act
Thr

acc
Thr

tgg
Trp

cca
Pro

att
Ile
455

tca
Ser

gaa
Glu

gtc
Val

gta
Val

ttt
Phe
535

cceo
Pro

Ser

tte
Phe

atg
Met

gca
Ala

tct
Ser
360

gaa
Glu

ctt
Leu

gtt
val

atg
Met

gtt
Val
440

tat
Tyr

tta
Leu

att
Ile

cat
His

acg
Thr
520

tte
Phe

gaa
Glu

3654

3702

3750

3798

3846

3894

3542

3990

4038

4086

4134

4182

4230

4278

4326

4374



aat
Asn

tac

Tyr

tte
Phe
555

cga
Arg

ctg
Leu

gag
Glu
570

gcg
Ala
585

gcg
Ala

gag
Glu

aaa
Lys

gtg
Val

gag
Glu

ttt
Phe

tecg
Ser

gtg
Val

tgg
Trp

gga
Gly

ggg
Gly
635

tat
Tyx
650

aaa
Lys

gca
Ala

gtt
Val

tgc
Cys

gag
Glu
665

tat
Tyr

Lttt tca
Phe Ser
aatattatta
tattatatat
gtgttettet
agtattaatt
ttacatatga
gtatgtatac
ttcggggcecea
aattcaattt
ccaaaggggt
aaaaaattca
ctcatcecte
ctcagttcte
gaaaaaggta
acttgccgag

atcctttcag

aac
Asn

999
Gly

gtg
val

gga
Gly

atc
Ile

aaa
Lys

tgc
Cys

gag
Glu

aaa
Lys

tta
Leu

teg
Ser
560

aaa
Lys
575

999
Gly

atc
Ile

agg
Arg

590

tcg
Ser
605

tgg
Trp

gca
Ala
620

gga
Gly

aag
Lys

gcg
Ala

atg
Met

acg
Thr

tct
Ser

ttyg
Leu

ctyg
Leu

teg
Ser

aga
Arg

ctt
Leu

ttyg
Leu

att
Ile

gag
Glu

age
Ser

aaqg
Lys

caa
Gln
640

aag
Lys

tgt
Cys
655

aaa
Lys

cct
Pro

aag
Lys

670

gcg
Ala

gga
Gly
685
tgtaacaatt
ttatgagttg
caccatattt
gttttaccac
aacacattct
acatgtatga
tattgcatgg
aataattcta
gtctgggtgyg
ttatacctag
gttectecte
tatcacttgt
tagaaaattt

ttgccgactt

aattgagaty

att
Ile Asn

aat ggt

Gly

aattaagtgt
gttcaaataa
tggtgctatt
taaaattaca
ctttataacc
atactagaaa
tgacattata
ataaaaagac
gctgtegecc
ggcaaaaaaa
tctctteect
attttgtatt
gaaaacaaayg
gccecgigttga

gattgttgta

tac
Tyr

gtg
Val

aac
Asn

cgt
Arg

cta
Leu
625

gaa
Glu

gcc
Ala

gac
Asp

taa

ctg
Leu

gcg
Ala

Lttt
Phe

ctg
Leu

gac
Asp

aag
Lys
585

gaa
Glu
610

gcg
Ala

cteo
Leu

gat
Asp

ata
Ile

ttg
Leu

gat
Asp

agg
Arg

ada
Lys

atg
Met
675

tgagtaacgt
aatcacttca
ttttaaaaaa
gtaaaatgca
aacctcteta
tatatcttaa
atatttgata
gctcagacaa
atgggcecceg
ttaccgetcet
atgtacgcect
gaaaacttgt
gttgtttttt
attgttatat

actatcaggt

ccg
Pro

aga
Arg
565

gct
Ala

gcg
Ala
580

ata
Ile

aga
Arg

ttg
Leu

cag
Gln

tac
Tyr

ggt
Gly

att
Ile
645

tcg
Ser

ttec
Phe
660

gaa
Glu

gat
Asp

gct
Ala

gaagaataat
tttattgtat
tgttttttett
agatagttta
tatatataat
accatcecate
atttctrega
tatatgtaga
aaatcttagg
tcacttctcet
ctttecactece
tgaaaactaa
tgtgttgetg
atgttaaaag

tttttttate

atg
Met

gag
Glu

tta
Leu

aaa
Lys

gca
Ala
630

gat
Asp

gga
Gly

ttt
Phe

cg9
Arg

¢gg
Arg

atc
Ile

gca
Ala

gaa
Glu

acg
Thr
600

tat
Tyr

tca
Ser
615

Lttt
Phe

gat
Asp

999
Gly

gag
Glu

ttg
Leu

gga
Gly

act
Ala

gct
Ala
680

taaatgtatg taattaaact

atcttttacc
taaccgttta
attgtatttt
atttttacat
atgtgtgtat
cttcaaaaat
acacgttatt
taggatcgge
ggcaaaaaaa
goctetecteeo
ctceecetct
accaaaaata
cagttccceaa
cctaaaatat

gagaatttta

4422

4470

4518

4566

4614

4662

4710

4758

4805

4865

4925

4985

5045

5105

5165

5225

5285

5345

5405

5465

5525

5585

5645

5705

73



gatcaattag
tagcaaggtc
ttaatataaa
agtaagtgga
getattagga
ccgaggcacg
aaaggtcgaa
aagtgagagg
aaatataaaa
cagttatcac
agaatcgatg
ttaactaaaa
tagagcggcce
cgcgettgge
ttccacacaa
gctaactcac
gecagetgea
tcttcegett
tcaagcteac
<210= 5

<211> 240
<212> PRT
«213>
<400> 5

Met Arg Val

1

Leu Arg Met

Glu Gly Vval
35

Gln Gln Asp
50

Pro Gly Met
65

ttatcttgta
ccecttgectat
gtaagtggat
ttccacttta
catcccaaaa
caaattaatt
ccctcaagga
ggagtttttg
cataaacagg
ctttctccaa
tccaaaggtt
caagctcttt
gecacegegyg
gtaatcatgg
catacgagcc
attaattgeg
ttaatgaatc
ccttggttac

tcaaaggcegg

Leu Ala Tyr

5

Ser Ala Thr

20

Ile Ser Cys

Leu Ala Arg

Ile Gly Ser
70

attttttatt
tgggcacggg
tccactttat
attaggacac
aggcaaaaga
tacctttcct
gcaattgaac
gtttcaattt
tagacgaaat
gtatttcatg
aatatcaagc
aattaactct
tggagcteca
tcatagctgt
ggaagcataa
ttgcactcac
ggccaacgcg
ttgactecget

taataccggn

Perilla frutescens

40

55

Ile Asp

ctttttaata
tattaaggag
taaggaatat
taattatttt
gaccttgcta
cttctatact
tagatgtgct
aactaaaact
atgataaaga
aataatgcaa
tttatttacce
actcaattag
gettttgtte
ttecectgtgtg
agtgtaaagce
tgccegettt
cggggagagg
gcgctcggcec

tatccacaga

Gly Ala Ser Ala Asp

10

val Thr Arg Asp Ala

25

Phe Ser Asp Thr Tyr

Leu Leu Tyr Val Gly

Cys Met His
75

caatactccece
gaggattatt
tataatcaaa
cttttttggt
ttaggacggt
aactcgtagt
attagaaata
aattatgaaa
tagaattcta
cgectetttt
taattgtetce
ataacctaga
cctttagtga

aaattgttat

ctggggtgcec
ccagteggga
céggttgcgt
gteggetgcg

atcaggggat

Val val Asp

His
30

vVal Ile

Leu Arg

45

Lys

Glu
60

Gln Arg

Trp Glu Trp

tccatcccaa
ataatgaaaa
agtaatataa
atgagacttt
ggacgtgctg
agcggegagt
aaataaacac
atgaaaaaac
gttectoggtt
catacaactt
gtacgattag
ataagetcte
gggttaattg
ccgctcacaa
taatgagtga
aacctgtcgt
attgggccge

gcgageggta

Glu
15

Tyr

Phe Val

Pro Asn

Gly Phe

Thr Asn

80

5765

5825

5885

5945

6005

6065

6125

6185

6245

6305

6365

6425

6485

6545

6605

6665

6725

6785

6835

76



Cys Pro Asn Ala Trp Ala Gly Gln Phe Thr Gly Arg Ser Gly Lys
85 20 95

Thr Ile Ile Leu Glu Ala Val Ala Ser Tyr Asp Leu Trp Ile Trp
100 105 1106

Ala Phe Phe Gly Thr Ser Gly Ala Cys Asn Asp Ile Asn Val Leu
115 120 125

Gly Ser Pro Ile Phe Ser Asp Val Leu Glu Gly Arg Ala Pro His
130 135 140

Ser Tyr Ile Val Asn Gly Arg Gln Asn Asp Arg Ala Tyr Tyr Leu
145 150 155

Asp Gly Ile Tyr Pro Ser Trp Ala Ala Phe Val Lys Ser Ile Thr
165 170 175

Pro Met Thr Arg Lys Tyr Lys Leu Phe Val Gln His Gln Glu Ala
180 185 190

Arg Lys Asp Val Glu Arg Ala Phe Gly Val Leu Gln Ala Arg Phe
155 200 205

Phe Ile Arg Arg Pro Cys Leu Val Trp Asp Lys Val Leu Met Gly
210 215 220

Ile Met Met Ala Cys Ile Ile Ile His Asn Met Ile Val Glu Asp
225 230 235

<210> 6

<211> 448

<212> PRT

«213> Perilla frutescens
<400> 6
Met Thr Thr Thr Val Ile Glu Thr Cys Arg Val Gly Pro Pro Pro

1 5 10 15

Ser Val Ala Glu Gln Ser Leu Pro Leu Thr Phe Phe Asp Met Thr
20 25 30

Leu His Phe His Pro Met Leu Gln Leu Leu Phe Tyr Glu Phe Pro
35 40 45

Ser Lys Gln His Phe Ser Glu Ser Ile Ile Pro Lys Leu Lys Gln
50 55 60

Leu Ser Lys Thr Leu Ile His Phe Phe Prc Leu Ser Cys Asn Leu
65 . 70 75

Ser

His

His

Val

Thr

160

Ser

Ala

Ala

Lys

Glu
240

BAsp

Trp

Cys

Ser

Ile
80

17



Tyr

Asp

Leu

Pro

Val

145

Gly

Phe

Glu

Pro

Leu

225

Phe

Ser

Ala

His

Arg

305

Tyr

Pro

Ser

Val

Lys

130

Phe

Ile

Ile

Glu

Thr

210

Gln

Val

Arg

Tyr

Asp

290

Leu

Ala

Ser

Val

Gly

115

Leu

Ala

Ala

Thr

Phe

195

Lys

Ser

Phe

Val

Met

275

Asp

AsSp

Leu

Ser

Ser

100

Asn

Pro

Val

Thr

Ala

i8¢0

Lys

Phe

Arg

Thr

Pro

260

Trp

Gly

Pro

Pro

Pro

85

Phe

Arg

Gln

Gln

His

165

Trp

Ser

Asp

His

Gln

245

Ser

Ala

Asp

Pro

Arg
325

Glu

Thr

Ala

Ile

vVal

150

His

Ala

Leu

Ser

Pro

230

Ser

Leu

Gly

Ala

val

310

Met

Lys

Ile

Glu

Val

135

Thr

Thr

Trp

Pro

Ile

215

Ser

Glu

val

Val

Phe

295

Pro

Arg

Met

Ala

Ser

120

Glu

Leu

vVal

Met

Val

200

Tyr

Leu

Ile

His

Thr

280

Phe

Glu

Arg

Pro

Glu

105

Pro

Glu

Phe

Ser

Ser

185

Phe

Trp

Pro

Lys

Leu

265

Lys

Leu

Asn

Arg

Glu

90

Ser

Val

Ser

Pro

Asp

170

Lys

Asp

Lys

Thyx

Lys

250

Ser

Ser

Ile

Tyr

Glu
330

Phe

Ser

Arg

Asp

Gly

155

Ala

His

Arg

Lys

Asp

235

Leu

Ser

Leu

Pro

Phe

315

Leu

Arg

Asp

Leu

Arg

140

Arg

Fro

Ile

Ser

Ala

220

Arg

Lys

Phe

Thr

Val

ic0

Gly

Val

Tyr

Asp

Tyr

125

Lys

Gly

Ser

Glu

Val

205

Leu

Ile

Gly

Val

Ala

285

Aap

Asn

Gly

Leu

Phe

110

Asn

Leu

Val

Phe

Asp

190

Ile

Lys

Arg

Ser

Ala

270

Asp

Leu

Cys

Glu

Ser Gly
95

Asp Asp

Phe Val

Phe Gln

Gly Ile
160

Leu Ala
175

Glu Asp

Lys Tvyr

Phe Pro

Thr Thr
240

Ile Gln
255

Ile Ala

Glu Asp

Arg Pro

Leu Ser

320

Lys Gly
335



Val Phe Leu Ala Ala

340

Asn Asp Lys Arg Ile

355

Arg Glu Ala Leu Gln

370

Leu Agp Leu Tyr Gly

385

Glu Ile Leu Ser Ile

405

Ala Arg Asp Phe Glu

Asp Lys

<210>
<211l>
«212>
<213>

<220>
<223>

<400>

420

Met Asp Ala
435

7

27

DNA
Artificial

Ile

Thr

360

Tyr

Phe

Glu

Leu

Ala
440

Ala

345

Val

Phe

Gly

Lys

Glu

425

Tyr

cebador que contiene HindIIX

7

aagcttaact attatgatec cacagag

<210>»
<211>
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ggatccggcg gtgttgaacg tagc

<210>
<21l1l>
<212>
<213>

<«220>
<223>

<220>
<221>
<223

<400>

8

24

DNA
Artificial

cebador que contiene BamHI

8

9

35

DNA
Artificial

Cebador C1

misc_feature
Cebador C1

S

Ala

Glu

Ser

Trp

Tyr

410

Val

Phe

Glu

Lys

Val

Gly

395

Ala

Cys

Ser

Ile

Trp

Ala

380

Lys

Met

Leu

Ala

Lys

Ser

365

Gly

Ala

Thr

Ser

Gly
445

Lys

350

Leu

Ser

Arg

Leu

Leu

430

Ile

Arg

Glu

Ser

Lysg

Cys

415

Pro

Asn

Ile

Ile

Lys

Gln

400

Lys

Lys

Gly



gtacatattg tcgttagaac gcgtaatacg actca

<210>
<211>
<212>
213>

<220>
<2243>

<220
<221
<223>

<400

10

24

DNA
Artificial

Cebador BP40-1i5

misc_feature
Cebador BP40-i5

10

aggtgcatga tcggaccata cttc

<210>
<211>
<212>
<213

<220>
<223>

<220>
<221>
<223>

<40Q0>

11

35

DNA
Artificial

Cebador (2

misc_feature
Cebador C2

11

cgttagaacg cgtaatacga ctcactatag ggaga

<210>
<211l>
«<212>
<213>

<220>
223>

<220>
<221>
<223>

<400>

12

25

DNA
Artifiecial

Cebador BP40-17

misc feature
Cebador BP40-1i7

12

gaccatactt cttagcgagt ttggce

<210>
<21l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220
<221>
223>

13

25

DNA
Artificial

Cebador BP40pro-F

mise feature
Cebador BP40pro-F

35

24

35

25



<400> 13

actcaaacaa gcatctcgce atagg

<210> 14
«211>
<212>

<213>

DNA

<220>
<221>
<223>

<400> 14
actcaaacaa

tttecgccecaa
ttttgtcett
tgagactaaa
ttttecttgga
cactectcgat
ggagcaacat
tcgacgtcetyg
agtgaatact
tcgagttecte
tcctetttea
ttcaactact
gcaacccact
ttcagagata
gattaccgtt
tgaacgaaca
tetegtetee
acttggtgca
cccggecteca
tgattttcta
tccttagtat
acttgectat
cattctctgt
catgatcaga

actaatcttc

2369

misc_feature
Plasmide pSFLE14

gcatctcgec
tctgtctetyg
gtttatgtcg
caatteoctcg
atcgaagtat
attctctcag
cttcatctac
gttggtcgac
cttagtcaat
cgatatctca
ctegttggtt
ggctacatta
gtctctegat
cagtggcttc
cattgtgaca
aagcacattg
accagttatt
gatgcattta
acttgacggg
atatcttgta
caggaaagtt
ataaaggcca
tttcatatct
gacagttctt

catcatttte

Viola x wittrockiana

aatggttctc
attacagect
acgatataat
caaattcatt
ctegttctac
attctggtca
ttcetgatga
tactttactt
tcatgecaact
aaggatcagt
ttgctgatte
ccakgettgg
cttctgecga
attatctact
accaagctgc
agctcgattg
tgcgttectce
atcaccttat
gggtgttaaa
tatttgattt
agttgtagat
actaatcaat
attctctatt
tettettcat

ttgtgatctt

taaattttct
tttcacatat
cgttactgge
ctctattaaa
gaaagatatt
ccttggatgt
tggtacacca
gactgtcact
tectegtteyg
tggtaaagga
tgactgggct
ttcaagtcet
agccgaatat
ctcggatctc
tatacacatc
tcactttgtt
agatcaactt
ttccaagttg
cgtatacaag
tctattatct
attattttat
gaaatgaaca
ttcacatttt
actttegtac

cacttgagga

tctactctca
gtcaaaggtt
aacaatctag
gatctcggea
ttcttatgtc
cgaccttctc
ctacccgacce
cgtcctgata
accecatcteyg
atcctecttt
ggttgtccaa
atctcttgga
cgatcactcg
ggttttececec
gctaataatc
cgtgaaaaaa
gctgatattt
ggcgtgatcg
attttctaat
tgtatttgaa
atttcaaatc
catcaatttt
ctgaaaagaa
taaacttete

tagtctctag

tctcacgtgg

cagttagtgt

atgccatttce
ctcttecgata
aacgaaaata
catttcccat
catccattta
ttcaatatgc
atgcagcaaa
cggecactag
ctactegtcyg
aaactaaaaa
ctgctetcac
ctcaacaacc
cggttttcca
ttatttetgg
tcacaaaacc
acatctctct
cttgtatatt
cttttgtatt
tgtatctaat
ctcaatttet
agatgcttga
ctggtccgea

aaaacggcac

25

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



ggtcacgctg
cgcaagtgac
cgggatgctce
ggctetttat
tgtggctace
aaactagctg
acgggccctce
cgagatacct
gtaactcgat
ggaccgatea
gagtccceca
aacacgagac
gatcactcgg
tcecteteggt
actagccaaa
<210> 15

<«211> 1102

<212> DNA
«213>

gataagtgtt
ttgactctta
gggttaagce
ttgccaacte
gatcaccttce
cttcaatttc
ttccaaatat
gctcacatgc
gataataagg
cgtgecctaa
aagttcctat
aacatggcaa
ttcttagtte
tggccecttgg

ctcgctaaga

<220>

<221> misc_feature
<223> BP40pro

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(s)

<223> HindIII

«220>

<221> misc_feature
<222> {1097)..{(1102)
<223> BamHI

<400> 15

aagcttgtga tcgacatctc
aagattttct aatcttgtat
tcttgtattt gaacttttgt
tatatttcaa atctgtatct
acacatcaat tttctcaatt
tttectgaaaa gaaagatgcet
tactaaactt ctectggtcec

taggatccct
tettggacgt
tctcttaggt
gtctgccatt
attctcagag
ageccactega
agaaagaaac
atcacatcta
caaaggtcta
cctaacecec
ttatatcact
ttctagtcac
gttctetttt

tgggegeoct

agtatggtc

Viela x wittrockiana

tctecegget
atttgatttt
atttccttag
aatacttgcc
tctcattctce
tgacatgatce

gcaactaatc

cgaagttgag
cttatatgcet
caagtttatg
aaagttctat
gaatcctett
attaaacact
agataatgtc
accaactcga
aaaccacatt
geatcecatec
aaagtcectt
cgacttcgtt
caagaaacca

ccctectecta

ccaacttgac
ctaatatctt
tatcaggaaa
tatataaagg
tgttttcata
agagacagtt

ttcecatcatt

ttgcatgaat
cgaccaaatg
agcgaacccc
tagagctcta
ttcgaatttc
aaaacagaac
aaaagacaca
gteggacgag
cggttggtgg
accaacagct
tttctcaaca
gtecgeggeta
acccgacege

ggcgccatge

ggggggtgtt

gtatatttga
gttagttgta
ccaactaatce
tctattetct
ctttcttett

ttcttgtgat

tttgcgagta
ttggccaagt
tttectttgag
atgctgtgta
tggtactttg
attgagagga
tcaactaggt
aaatgagttrce
ttgtgttcat
agtcctcgee
tagacatgca

taattttett

teccececeggg

ctcacgtcge

aaacgtatac
ttttctatta
gatattattt
aatgaaatga
attttcacat
catactttcg

cttcacttga

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2369

60

120

1890

240

300

360

420

gL



ggatagtcte
gagttgcatg
gctogaccaa
atgagcgaac
tattagaget
cttttegaat
actaaaacag
gtcaaaagac
cgagtcggac
attcggttgg
tccaccaaca
cttttteteca
<210> 16

<211> 25

<212> DNA
<213>
<220>

«<223>

<220>
<221>
«223>

<400> 16

tagaaaacgg
aattttgcgg
atgttggcca
ceetttettt
ctaatgeotgt
ttetggtact
aacattgaga
acatcaacta
gagaaatgag
tggttgtgtt
gctagtccte

acatagggat

Artificial

misc_feature
Cebador BP40pro-HindIII-F

cacggtcacy
gtacgcaagt
agtcgggatg
gagggctett
gtatgtgget
ttgaaactag
ggaacgggcc
ggtcgagata
ttcgtaactce
catggaccga
gccgagtcece

CcC

Cebader BP40pro-HindIII-F

aagcttgtga tcgacatctce tetee

<210> 17

<211> 21

<212> DNA

«213> Artificial
«220>

«223>

220>
<221>
<223>»

<400> 17

misc feature
Cebador BP40pro-Nhel-R

Cebador BP40pro-Nhel-R

cgaggctagc taaacactta t

<210> 18

<211> 20

«<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223>

Cebador BP40pro-NheI-F

ctggataagt
gacttgactc
ctcgggttaa
tatttgccaa
accgatcacc
ctacttcaat
ctcttecaaa
cctgeteaca
gatgataata
tcacgtgccc

ccaaagttcc

gtttagctag
ttatcttgga
gcctectetta
ctegtetgec
ttcattctca
ttcagccact
tatagaaaga
tgcatecacat
aggcaaaggt
taacctaacc

tatttatatc

ccteocgaagtt
cgtcttatat
ggtcaagttt
attaaagttc
gaggaatcct
cgaattaaac
aacagataat
ctaaccaact
ctaaaaccac
ccecgcateca

actaaagtcc

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1102

25

21

'



<220>
<221> misc_feature
<223> BPpro-NheI-F

<400> 18
tttagetage ctogaagttyg

<210> 19
<211> 27
<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador BP40pro-BamHI-R

<220>
<221> misc feature

<223> C(Cebador BP4(Qpro-BamHI-R

<400> 19

ggatccectat gttgagaaaa agggact

<210> 20
<211l> 24
«212> DNA

«213> Artificial

<220>
«223> DFRproHindIIIF

<400> 20
taataagectt acagtgtaat tatc

<210 21
<211> 23
<212> DNA

«213> Artificial

<220>
<223> DFRproNhelIR

<400> 21
ttatgctagc gtgtcaagac cac

<210> 22
«211l> 22
<212> DNA

«213> Artificial

<220>
<223> DFRproNhelF

<400s> 22
acacgctagc ataagtcetgt tg

«<210> 23
<211> 20
<212> DNA

20

27

24

23

22



<213>

<220>
<223>

<400>

Artificial

DFRproBamHI-R

23

gcttggggat ccatcttagg

«<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

24

25

DNA
Artificial

Cebador RrF3H-F

24

aagcttctag ttagacaaaa agcta

<210>
<211>
«212>
<213>

220>
<223 >

<400>

25

25

DNA
Artificial

Cebador RrF3H-R

25

ggatcctete ttgatatttc cgttc

<210>
<211>
<212>
«213>

<220>
«223>

<400>

Ccaagaaaaat aaatggcaat tctagtcacc gac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223

<4 00>

26

33

DNA
Artificial

ADH-BP40Fd

26

27

20

DNA
Artificial

NcoI-BP40-Rv

27

ctcgagcgta cgtgagcatce

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

28

29

DNA
Artificial

BamHI-ADH-Fd

28

20

25

25

33

20



cgcggatccg tctatttaac tcagtattc

<210> 29
<211> 35
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> BP40-ADH-Rv

<400> 29
tagaattgcc atttattttt cttgatttecc ttcac

<210> 30
<211> 29
«<212> DNA

<213> Artificial

<220
<223> BamHI-ADH-Fd

<400> 30
cgcggatccg tctatttaac tcagtattce

«210> 31
<211> 20
«212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> NcoI-BP40Rv

<400> 31
ctcgagcgta cgtgagcatc

«210> 32

<211l> 27

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> ADH Kpnl Forward

<400> 32
cggtaccegte tatttaacte agtattc

<210> 33
<211> 25
<212> DNA

213> Artificial

«220>
<223> GUS19R

<400> 33
tttectacagg acgtaacata aggga

«210> 34
<211> 1047
<212> DNA

29

35

29

20

27

25



«213> Chrysanthemum

<220>

<221> misc_feature

<223> Promotor de la flavanona 3-hidroxilasa (F3H)

<220>

<221> primer bind

<222> (1) ..(23)

«220>

<221> primer_ bind

«222> (1023)..(1047)

<400> 34

ttacaaaacc atgtgcaaga atgaagaaag aagaaacaat gagggtctaa tatgtaatag 60
ttagcttage ttttctagta agectaaattt agggttttta tgtaacctee ctotcttata 120
taaagagggt aggcgtctag ggtttcggta ttectttcca ttatcctttt cattcatcect 180
ttcatttcat agtattcatc tctaatgaga gtctagacac acgatcatag cgtgtgtata 240
atagttgtag tagttttttt gttttaatta ataaagaaaa ccttattatt agtgatgttg 300
attgtgtttt taatcattecec gectgttttca atcaattgat atcactcata ccctagttga 360
gtcecegatet tgtttteaac aattggtttce agagecctcegt ggctctcegat ctagggttta 420
taagattttc atgtaattag ggtttatact ctaattcatc tattgcagca gatttgaaaa 480
gaaaagaggc agcagatggg gaattgatca catggctact gttcgaacct acaaaggaat 540
atcaatacga gggctcaatt attgtctcgg attcaatgaa ttcacaaggt aaataaacgce 600
ggtactcttt tecattggtec ttegttttat ttgtttgaca attaattggg atggetggceg 660
tgtataattc tcaatacatg tctgatttaa tatgtgattg gttgacattc atgtgaaatt 720
aatatactca ttttatgatt acaaagaccc acgatgtata attaattcca atcttgtgga 780
atgggatcca ttgtgaaccg gtgcatgatt gttacggtgg ggattacttt tgattggtte 840
agcattatca tataacccce gttcaacgga tgcatgctac attggtacgt atacatatac 900
gattcacgtg tggtagttga taactagcge gatacgecec caccceccatat ttcttcaatt 960
ttctctacaa atacccatge caaccttacg aaacactcat tcceccectctac tcatagacgc 1020
accaagtgtg tgaagaaaaa ataaaaa 1047
<210> 35

<21l> 2346

<212> DNA

<213> Chrysanthemum

<220>

<221> misc feature

<223> pBluescript SK-F3H9 gue contiene el promotor de la flavanona 3-
hidroxilasa (F3H)

220>

<221> primer bind



«222>
<220>
<221>
<222>

<400> 35
aagctttegg

taaagactcg
tttettttat
agaattcaca
cctcatggtt
cggcgtaatce
ttaccacaat
atttttccta
ttecatgtaa
gettgttgea
gtttttgtte
tgaagtttgce
tttaagagca
aacgtttagt
tacttgaact
aattttggca
cttgatattt
aattattaga
cgagttgaag
atatgtaata
cctctettat
tecattecatce
gcgtgtgtat
tagtgatgtt
accctagttg
tctagggttt
agatttgaaa
tacaaaggaa

taaataaacg

gatggctggc

(1092)..(1114)

primer_bind
(2114) ..(2138)

gggatgaatt
gtaataaaga
ttcacttect
agtgactaaa
acgccgtaac
ccattctatyg
tacagcttaa
tattaacaca
gecctecatyga
tatgctaaat
ttatttttet
tcgtggatge
aatttecaggg
acaaaaggga
taattgccet
tgtttttett
tatggtgaga
gtgtcggtag
attacaaaac
gttagcttag
ataaagaggg
tttcatttca
aatagttgta
gattgtgttt
agtccegate
ataagatttt
agaaaagagg
tatcaatacy
cggtactctt

gtgtataatt

cttegetace
aaagtgctct
gtttggtttt
acggggacct
atatcctcag
gttacgcegt
ctcetettte
ataaccttgt
gactacactc
gcaaccgtga
ttttagaatt
ttaagcaaag
aagttctege
ctttgtacat
cgttttteta
aagctaacta
ttagctttat
cttgtaaact
catgtgcaag
cttttetagt
taggcgtcta
tagtattcat
gtagtttctt
ttaatcattc
ttgttttcaa
catgtaatta
cagcagatgg
agggctcaat
ttcattggtce

ctcaatacat

acgtaattec
ttegggagac
gtgtttttaa
gttctgtcca
tagcgattct
agctattctce
gggttacgtce
attagttttt
gtccacttgg
ttcetacgaa
atgcttgttg
gcacgattct
tctaattcta
cttaagtggg
gtttattttyg
gattagacct
ccgtttctaa
ttagaacttyg
aatgaagaaa
aagctaaatt
gggttteggt
ctctaatgad
tgttttaatt
cgctgttttce
caattggttt
gggtttatac
ggaattgatc
tattgtcteg
cttegtttta

gtctgattta

ccatggettt
aacccgaatt
cattttgcag
acagttacgg
ctccaataca
cagtagcaaa
gtaactatcc
aaatgaactt
gacaccaagt
agtgagttag
gttagtgtga
cttegtagge
ctttctette
ggggacggga
azaaattatg
tagccgagcea
ttatttaccc
gtetttgtgt
gaagaaacaa
tagggttttt
attcectttcc
agtctagaca
aataaagaaa
aatcaattga
cagagcctcé
Ectaattcat
acatggctac
gattcaatga
tttgtttgac

atatgtgatt

gagtctaact
atccttttta
gaattggaga
cgtaactcat
taaaccatta
ttgccagttt
tacaattcta
tgcgggtatg
ggtttaaaat
atttectetet
tatcagggaa
cttetttett
acctttattet
gtagaattat
ccatttttaa
ctttataacc
aaatccacta
tgggaattgt
tgagggtcta
atgtaacctc
attateccttt
cacgatcata
accttattat
tatcactcat
tggctetega
ctattgcagce
tgttcgaacc
attcacaagg
aattaattgg

ggttgacatt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



catgtgaaat
aatcttgtgg
ttgattggtt
tatacatata
tttcttcaat
ctcatagacg
gggacgataa
tgccatacaa
tggaagagag
aagctt
<210>

<211l>

<212>
<213>

36
55
DNA

<220>

<223>

<400> 36

taatatactc
aatgggatcc
cagcattatc
cgattcacgt
tttctectaca
caccaagtgt
ttecgetgeat

caagtttacc

tagcggtggt

Artificial

attttatgat
attgtgaacc
atataacccc
gtggtagttg
aatacccatg
gtgaagaaaa
gaaaacecggt
aacgagattc

atcaaatcac

HANS-F3Hprolk-Fd

éacaaagacc
ggtgcatgat
cgttcaacgg
ataactagcg
ccaaccttac
aataaaaaat
tegtecgtyga
cecgttatctce

atagggccga

cacgatgtat
tgttacggtyg
atgcatgcta
cgatacgceec
gaaacactca
ggcacctata
tgaggacgag
acttaaggga

gatttgtgag

aattaattcce
gggattactt
cattggtacg
ccaccccata
ttccectcta
tccttgaaat
cggcectaagy
attgacgatyg

aagataataa

ccaagcttgg cgcgeegegyg cogcatttaa atttacaaaa ccatgtgcaa gaatg

«210> 37

<211> 43

<212> DNA

<213> Artificial
220>

<223> SNM-F3Hpro-Rv
<400> 37

actagtgcta gcacgcgttt tttatttttt cttcacacac ttg

«<210> 38

«<211> 43

<212> DNA

«213> Artificial
<220

<223> NSM-F3Hpro-Rv
<400> 38

gctagcacta gtacgegttt tttatttttt cttcacacac ttg

<210> 39

<211l> 34

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> BclI-CmF3Hp-Rv

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2346

55

43

43



<400> 39
ttttgatcat tttttatttt ttcttcacac agtg

<210> 40
<211l> 33
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> ADH-EgF3'5'H-Fd

<400> 40 ‘
caagaaaaalt aaatggctgt tggaaatggc gtt

<210> 41
<211> 21
<212> DNA

«213> Artificial

<220>
<223> Hpal-EgF3'5'H-Rv

<400> 41
gttaacgctg agcctagtge ¢

<210> 42
«21ll> 32
<212> DNA

<213> Artificial

<220>»
«223> ZXbal-ADH-Fd

<4Q00> 42
acgcgttcta gagtctattt aactcagtat tc

<210> 43
<21l> 35
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> EgF3'S'H-ADH-Rv

<400> 43
tccaacagece atttattttt cttgatttcc ttcac

<210> 44
<211l> 21
<Z212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Hpal-EgQF3'5'H-Rv

<400> 44
gttaacgctyg agcctagtgc ¢

«210> 45
<211> 32

34

33

21

32

35

21



<212>
<213

<220>
<223>

<400>

caagaaaaat aaatggacgc gacawacatt gc

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<4Q00>

DNA
Artificial
ADH-LeF3'5'H-Fd

45

46

21

DNA
Artificial

Hpal-LeF3'5'H-Rv

46

gttaacatct cgggcagcac c

<210>
«211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

tgtegeogtec atttattttt cttgatttece ttcac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

47

35

DNA
Artificial

LeF3'5'H-ADH-Rv

47

48

21

DNA
Artificial

Hpal-LeF3'5 'H-Rv

48

gttaacatct cgggcagcac C

<210>
<21l>
<212>
«<213>

<220>
<223>

<400>

49

21

DNA
Artificial

CamF1

49

gtgaagccac catgtctata g

<«210>
<211>
<212>
«213>»

<220>
«<223>

50

22

DNA
Artificial

CamR1

Y

32

21

35

21

21



400> 50

gcatttgecct agacagtgta ag 22
<210> 51

<211> 1585

<212> DNA

<213> Campanula medium

<220>
<221> misc feature
<223> C(Cline #4 pSPB2561

<220>
<221> (DS
<222> {(12)..(1577)

<400> 51
gtgaagccac ¢ atg tct ata gac ata acc att ctc tta tgt gaa ctt gtt 50

Met Ser Ile Asp Ile Thr Ile Leu Leu Cys Glu Leu Val

1 5 10
gct gca att tca ctc tac tta tta acc tac tat ttc att tgt tte ctc 98
Ala Ala Ile Ser Leu Tyr Leu Leu Thr Tyr Tyr Phe Ile Cys Phe Leu

15 20 25
tte aaa ccc tet cat cat cac cac cac cte ¢Cct ceC gge cca acc gga 146
Phe Lys Pro Ser His His His His His Leu Pro Pro Gly Pro Thr Gly
30 35 40 45
tgg ccg ate att gga tece ctt cct cte tta ggc act atg cca cat gtt 1354
Trp Pro Ile Ile Gly Ser Leu Pro Leu Leu Gly Thr Met Pro His Val
50 55 60

tce tta gcc gac atg goc gta aaa tac ggg cct ata atg tac cta aaa 242
Ser Leu Ala Asp Met Ala Val Lys Tyr Gly Pro Ile Met Tyr Leu Lys

65 70 75
ctt ggt tca aag ggc acec gtc gtg gcc tca aat cca aaa goc gcc cga 290
Leu Gly Ser Lys Gly Thr Val Val Ala Ser Asn Pro Lys Ala Ala Arg

80 85 90
gca ttc ttg aaa tcec cat gat goc aat ttt tct aac cgt ccg att gat 338
Ala Phe Leu Lys Ser His Asp Ala Asn Phe Ser Asn Arg Pro Ile Asp
95 100 105
gga ggg ccc acc tac ctec gcg tat aat gea caa gac atg gttt £ttt gea 386
Gly Gly Pro Thr Tyr Leu Ala Tyr Asn Ala Gln Asp Met Val Phe Ala
11¢ 115 120 125
gaa tat ggc cca aaa tgg aag ctt ttg cga aag cta tgt age ttg cac 434
Glu Tyr Gly Pro Lys Trp Lys Leu Leu Arg Lys Leu Cys Ser Leu His
130 135 140

atg tta ggc ccg aag geca ctc gag gat tgg gct cat gtc aga gtt tca 482
Met Leu Gly Pro Lys Ala Leu Glu Asp Trp Ala His Val Brg Val Ser

145 150 155
gag gtc ggt cat atg ctc aaa gaa atg tac gag caa tcg agt aag tcco 530
Glu val Gly His Met Leu Lys Glu Met Tyr Glu Gln Ser Ser Lys Ser

160 165 170

gtg cca gtg gtg gtg cca gag atg tta act tat gcc atg get aat atg 578

Val Pro Val val val Pro Glu Met Leu Thr Tyr Ala Met Ala Asn Met
175 180 185

s



att
Ile
190

tta
Leu

gtt
vVal

ata
Ile

aag
Lys

gaa
Glu
270

gat
Asp

aat
Asn

acg
Thr

aac
Asn

att
Ile
350

tat
Tyr

ceco
Pro

Lttt
Phe

999
Gly

cga
Arg
430

ttt

gg9a
Gly

gac
Asp

atg
Met

cca
Pro

gtt
Val
255

cat
His

att
Ile

cte
Leu

gat
Asp

aat
Asn
335

ggc
Gly

ttc
Phe

tta
Leu

cgce
Arg

aga
Arg
415

ttc
Phe

gag

cga
Arg

tcg
Ser

gag
Glu

tat

Tyr
240

ata
Ile

aca
Thr

ctt
Leu

gta
Val

aca
Thr
320

cga

Arg

aga
Arg

caa
Gln

aac
Asn

ata
Ile
400

gac
Asp

ttg
Leu

tta

ate
Ile

tct
Ser

ctc
Leu
225

att
Ile

cag
Gln

gaa
Glu

atg
Met

aat
Asn
305

teg

Ser

cag
Gln

aac
Asn

gcc
ala

ctc
Leu
385

cec
Pro

cct
Pro

agt
Ser

atc

ata
Ile

gct
Ala
210

atg
Met

acg
Ala

caa
Gln

tce
Ser

gcg
Ala
290

att
vVal

tcg
Ser

atc
Ile

aga
Arg

ata
Ile
370

cca
Pro

daa
Lys

aaa
Lys

gaa
Glu

cca

cte
Leu
195

tct
Ser

agg
Arg

tgg
Trp

aag
Lys

gct
Ala
275

gct
Ala

aag
Lys

agt
Ser

cta
Leu

aga
Arg
355

tge
Cys

aga
Arg

aac
Asn

gtg
Val

aaa
Lys
435

ttt

agt
Ser

gct
Ala

atg
Met

atg
Met

ttt
Phe
260

cat
His

acc
Thr

gcg
Ala

gtg
Val

aac
Asn
340

cta

Leu

aaa
Lys

ate
Ile

act
Thr

tgg
Trp
420

cac
His

999

cga
Arg

gct
Ala

gca
Ala

gat
Asp
245

gat
Asp

gat
Asp

caa
Gln

ctt
Leu

ate
Ile
325

cgg
Arg

gaa
Glu

gaa
Glu

tca
Ser

aga
Arg
405

gaa
Glu

gcyg
Ala

geg

cgce
Arg

tct
Ser

999
Gly
230

ttg
Leu

gtc
Val

cgt
Arg

gaa
Glu

ctt
Leu
310

gaa

Glu

gec
Ala

caa
Gln

aca
Thr

aca
Thr
390

cta
Leu

aat
Asn

aaa
Lys

aga

cct
Pro

gtt
Val
215

ttg
Leu

caa
Gln

ttg
Leu

aaa
Lys

aac
Asn
295

ttyg

Leu

tag
Trp

cac
His

tct
Ser

tte
Phe
375

gaa
Glu

ata
Ile

cca
Pro

att
Ile

g9

ttt
Phe
200

agt
Ser

tte
Phe

ggc
Gly

ttyg
Leu

gat
Asp
280

acqg
Thr

gat
Asp

gca
Ala

gaa
Glu

gac
Asp
360

cga

Arg

gaa
Glu

gtg
Val

ttg
Leu

gat
Asp
440

agg

gtt
Val

gaa
Glu

aat
Asn

att
Ile

aac
Asn
265

aat
Asn

gag
Glu

tta
Leu

cta
Leu

gaa
Glu
345

ata

Ile

aaa
Lys

tgt
Cys

aac
Asn

gat
Asp
425

ccg
Pro

ata

atc
Ile

ttc
Phe

att
Ile

caa
Gln
250

aaa
Lys

cct
Pro

gga
Gly

ttc
Phe

gec
Ala
330

atg

Met

cca
Pro

cac
His

gaa
Glu

ata
Ile
410

ttt
Phe

cga
Arg

tgt

acg
Thr

caa
Gln

ggt
Gly
235

cgce
Arg

atg
Met

gat
Asp

att
Ile

acqg
Thr
315

gaa

Glu

gac
Aszp

aac
Asn

cct
Pro

gtc
vVal
395

tgg
Trp

acc
Thr

ggt
Gly

gca

agc
Ser

tat
Tyr
220

gat
Asp

gat
Asp

atc
Ile

ctt
Phe

cag
Gln
300

acg
Ala

atg
Met

caa
Gln

ttg
Leu

teo
Ser
380

gaa
Glu

gca
Ala

ccg
Pro

aat
Asn

gg9

aaa
Lys
205

atg
Met

tte
Phe

atg
Met

aag
Lys

ctt
Leu
285

ctt
Leu

ggc¢
Gly

Etg
Leu

gte
Val

cca
Pro
365

acg
Thr

gga
Gly

ata
Ile

gaa

Glu.

cat
His
445

gct

626

674

722

770

818

866

914

962

1010

1058

1106

1154

1202

1250

1258

1346

1394



Phe Glu

aga atg
Arg Met

tca ttt
Ser Phe

gag agc
Glu Ber

495
gtt act

Val Thr
510

<210>
<211>
<2125
<213 >

<4Q0>
Met Ser

1

Ser Leu

Ser His

Ile Gly
50

Asp Met
65

Lys Gly

Lys Ser

Thr Tyr

Pro Lys

130

Pro Lys
145

Leu

gga
Gly

gat
Asp
480

ttt
Phe

cca
Pro

52
521
PRT

Ile

gcg
Ala
465

tag
Trp

gg99
Gly

aga
Arg

Pro
450

gcc

Ala

aaa
Lys

ata
Ile

ttg
Leu

Phe

teg
Ser

ttg
Leu

gca
Ala

cct
Pro
515

Campanula medium

52

Ile

Tyr

His

35

Ser

Ala

Thr

His

Leu

115

Trp

Ala

Asp

Leu

20

His

Leu

val

val

Asp

100

Ala

Lys

Leu

Ile

5

Leu

His

Pro

Lys

val

85

Ala

Tyxr

Leu

Glu

Thr

Thr

His

Leu

Tyr

70

Ala

Agn

Asn

Leu

Asp
150

Gly

gtc
val

cect
Pro

ttyg
Leu
500

cca
Pro

Ile

Tyxr

Leu

Leu

55

Gly

Ser

Phe

Ala

Arg

135

Trp

Ala

gag
Glu

gat
Asp
485

cag
Gln

agt
Ser

Leu
Tyr
Pro
40

Gly
Pro
Asn
Ser
Gln
120

Lys

Ala

Gly

tac
Tyr
470

gga
Gly

aaa
Lys

gct
Ala

Leu

Phe

25

Pro

Thr

Ile

Pro

Asn

105

Asp

Leu

His

Arg
455

att
Ile

gtt
Val

aag
Lys

tac
Tyr

Cys

10

Ile

Gly

Met

Met

Lys

S0

Arg

Met

Cys

Val

Arg

tta
Leu

gtg
Val

atg
Met

act
Thr
520

Glu

Cys

Pro

Pro

Tyr

75

Ala

Pro

val

Ser

Arg
155

Ile

ggt
Gly

gaa
Glu

cct
Pro
505

gtc
Val

Leu

Phe

Thr

His

60

Leu

Ala

Ile

Phe

Leu

140

val

Cys

aca
Thr

gtt
Val
490

ctt
Leu

tag

val

Leu

Gly

45

Val

Lys

Arg

Asp

Ala

125

His

Ser

Ala

ttg
Leu
475

aat
Asn

tct
Ser

Gly
460

gtg
val

atg
Met

get
Ala

Ala

cac
His

gaa
Glu

att
Ile

gcaaatgc

BAla

Phe

30

Trp

Ser

Leu

Ala

Gly

110

Glu

Met

Glu

Ala

15

Lys

Pro

Leu

Gly

Phe

95

Gly

Tyr

Leu

vVal

Ile

Pro

Ile

Ala

Ser

80

Leu

Pro

Gly

Gly

Gly
160

1442

14350

1538

1585



His

val

Ile

Ser

Leu

225

Ile

Gln

Glu

Met

Asgn

305

Ser

Gln

Asn

Ala

Leu

385

Pro

Pro

Met

val

Ile

Ala

210

Met

Ala

Gln

Ser

Ala

290

val

Ser

Ile

Arg

Ile

370

Pro

Lys

Lys

Leu

Pro

Leu

195

Ser

Arg

Trp

Lys

Ala

275

Ala

Lys

Ser

Leu

Arg

355

Cys

Arg

Asn

val

Lys

Glu

180

Ser

Ala

Met

Met

Phe

260

His

Thr

Ala

Val

Asn

3490

Leu

Lys

Ile

Thr

Trp

Glu

165

Met

Arg

Ala

Ala

Asp

245

Asp

Asp

Gln

Leu

Ile

325

Arg

Glu

Glu

Ser

Arg

405

Glu

Met

Leu

Axrg

Ser

Gly

230

Leu

Val

2rg

Glu

Leu

310

Glu

Ala

Gln

Thr

Thr

390

Leu

Asn

Tyr

Thr

Pro

Val

215

Leu

Gln

Leu

Lys

Asn

285

Leu

Trp

His

Ser

Phe

375

Glu

Ile

Pro

Glu

Tyr

Phe

200

Ser

Phe

Gly

Leu

Asp

280

Thr

Asp

Ala

Glu

Asp

360

Arg

Glu

val

Leu

Gln

Ala

185

Val

Glu

Agn

Ile

Asn

265

Asn

Glu

Leu

Leu

Glu

345

Ile

Lys

Cys

Asn

Asp

Ser

170

Met

Ile

Phe

Ile

Gln

250

Lys

Pro

Gly

Phe

Ala

330

Met

Pro

His

Glu

Ile

410

Phe

Ser

Ala

Thr

Gln

Gly

235

Arg

Met

Asp

Ile

Thr

315

Glu

Asp

Asn

Pro

Val

385

Trp

Thr

Lys

Asn

Ser

Tyxr

220

Asp

Asp

Ile

Phe

Gln

300

Ala

Met

Gln

Leu

Ser

380

Glu

Ala

Pro

Ser

Met

Lys

205

Met

Phe

Met

Lys

Leu

285

Leu

Gly

Leu

val

Pro

365

Thr

Gly

Ile

Glu

vVal

Ile

180

Leu

val

Ile

Lys

Glu

270

Asp

Agsn

Thr

Asn

Ile

350

Tyr

Pro

FPhe

Gly

Arg

Pro

175

Gly

Asp

Met

Pro

Val

255

His

Ile

Leu

Asp

Asn

i35

Gly

Phe

Leu

Arg

Arg

415

Phe

Val

Arg

Ser

Glu

Tyr

240

Ile

Thr

Leu

val

Thr

320

Arg

Arg

Gln

Asn

Ile

400

Asp

Leu

<



420 425 430

Ser Glu Lys His Ala Lys Ile Asp Pro Arg Gly Asn His Phe Glu Leu
435 440 445

Ile Pro Phe Gly Ala Gly Arg Arg Ile Cys Ala Gly Ala Arg Met Gly
450 455 460

Ala Ala Ser Val Glu Tyr Ile Leu Gly Thr Leu Val His Ser Phe Asp
465 470 475 480

Trp Lys Leu Pro Asp Gly Val Val Glu Val Asn Met Glu Glu Ser Phe
485 490 495

Gly Ile Ala Leu Gln Lys Lys Met Pro Leu Ser Ala Ile Val Thr Pro
500 505 510

Arg Leu Prc Pro Ser Ala Tyr Thr Val

515 520
<210> 53
<211> 34
<212> DNA

«213> Artificial

<220>
<223> ADH-Campa-Fd

<400> 53
caagaaaaat aaatgtctat agacataacc attce

<210> &4
<211> 21
<212> DNA

«213> Artificial

<220>
«223> Hpal-Campa-Rv

<400> 54
gttaacatct ctggecaccac ¢

<210> 55
<211> 35
<212> DNA

«213> Artificial

<220>
<223> Campa-ADH-Rv

<400> 55
gtctatagac atttattttt cttgatttcc ttcac

«<210> b6
<211> 21
<212> DNA



<213> Artificial

<220>
<223> Hpal-Campa-Rv

<400> 56
gttaacatct ctggcaccac ¢

<210> 57
<«211> 33
<212> DNA

«213> Artificial

<220>
«223> ADH-ScF3'5'H-Fd

<400> 57
caagaaaaat aaatgagcat tctaacccta atc

<210> 58
«21l> 24
<212> DNA

213> Artificial

<220>
<223> Ndel-ScF3'5'H-Rv

<400> 58
catatgttta gctccagaat ttgg

<210> 59
<211l> 35
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> S¢F3'5'H-BDH-RV

<400> 59
tagaatgctc atttattttt cttgatttcc ttcac

<210> &0
<211> 24
<212> DNA

«213> Artificial

<220>
<223> NdeI-ScF3'5'H-Rv

<400> 60
catatgttta gctccagaat ttgg

<210> 61
<211> 34
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> ADH-Gentian-Fd

<400> 61

7

21

33

24

35

24



caagaaaaat aaatgtcacc catttacacc accce

<210> 62
<211l> 20
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> SalI-GentianF3'5'H-Rv

<400> 62
gtcgacgcta ttgctaagec

«210> &3
<211> 35
<212> DNA

«213> Artificial

<220>
«223> QGentian-ADH-Rv

<400> 63
aatgggtgac atttattttt cttgatttcc ttcac

<210> 64
<211l> 20
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Sall-GentianF3'5'H-Rv

<400> 64
gtcgacgeta ttgctaageoc

<210> 65
<211l> 36
<212> DNA

«213> Artificial

<220>
<223> ADH-Verbena-Fd

<400> 65
caagaaaaat aaatgacgtt ttcagagctt ataaac

<210> 66
«211> 22
<212> DNA

<213> Artificial

220>
«223> NcolI-Verbena-F3'5'H-Rv

<400> 66
ccatggagta aatcagcatce tc

<210> 67
<211> 35
<212> DNA

34

20

35

20

36

22

7Y



77

<213> Artificial

<220>

<223> Verbena-aADH-Rv

<400> 67

tgaaaacgte atttattttt cttgatttcc tteac 35
<210> 68

«211> 22

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
«223> Ncol-VerbenaF3'5'H-Rv

<400> 68

ccatggagta aatcagcatce tc 22
<210> 69

<211> 1755

<212> DNA

«213> Antirrhinum kellogii

<220>
<221> mwisc_feature
<223> F3'5'HcDNA#1 pSPB3145

<220>
<221> (DS
«222> {73)..(1602)

<400> 69
ttecggcacga gggtaccttt agtatgttca atctctagtt ttttattaat cacaactcaa 60
tagataatcg tc atg cag ata ata att ccg gtc ctc ctg aag gag ctc acc 1i1
Met Gln Ile Ile Ile Pro Val Leu Leu Lys Glu Leu Thr
1 5 10
gta gca gca tta ctc tat gtt tte act aac att ctc atc cgc tca ctt 159
Val Ala Ala Leu Leu Tyr Val Phe Thr Asn Ile Leu Ile Arg Ser Leu
15 20 25
ctec aca aga ccc tgt cac cgt ctec ccg cca ggg cca aga ggc ttt cca 207
Leu Thr Arg Pro Cys His Arg Leu Pro Pro Gly Pro Arg Gly Phe Pro
30 35 40 45
gta gtc ggce got ctt cca cte cta gge age atg cca cac gtg geg cte 255
val val Gly Ala Leu Pro Leu Leu Gly Ser Met Pro His Val Ala Leu
50 55 60
gcc aaa atg tcc aaa act tat ggt ccc gtce ata tac cta aaa gta ggc 303
Ala Lys Met Ser Lys Thr Tyr Gly Pro Val Ile Tyr Leu Lys Val Gly
65 70 75
gca cac ggc atg gca gtg gcc tca act cct gaa tce gecc aaa gcg ttco 351
Ala His Gly Met Ala Val Ala Ser Thr Pro Glu Ser Ala Lys Ala Phe
80 85 g0
ctec aaa ace¢ c¢ta gac acc aac tte tece aac cge ccg cca aat gee ggt 399

Leu Lys Thr Leu Asp Thr Asn Phe Ser Asn Arg Pro Pro Asn Ala Gly
S5 100 105



gec
Ala
110

ggc
Gly

999
Gly

gga
Gly

gtg
Val

cag
Gln
190

aac
Asn

tecC
Phe

gga
Gly

ate
Ile

gag
Glu
270

gag
Glu

ttga
Leu

ctg
Leu

gaa
Glu

ata
Ile
350

aag
Lys

act
Thr

ceg
Pro

act
Thr

tac

Tyr

ggt
Gly
175

gty
val

gag
Glu

aat
Asn

ata
Ile

agt
Ser
255

aaa
Lys

gga
Gly

ttc
Phe

gcg
Ala

atg
Met
335

cee
Pro

cac
His

cac
His

agg
Arg

aag
Lys

atg
Met
160

gtg
val

ata
Ile

ttt
Phe

att
Ile

gag
Glu
240

aga
Arg

cct
Pro

gag
Glu

acc
Thr

gag
Glu
320

gat
Asp

ddaa
Lys

cct
Pro

ctg
Leu

tgg
Trp

gct
Ala
145

tta
Leu

ceyg
Pro

ctt
Leu

aag
Lys

ggt
Gly
225

aag
Lys

atg
Met

gat
Asp

agg
Arg

agce
Ala
305

atg
Met

caa
Gln

ctt
Leu

tce
Ser

gct
Ala

aga
Arg
130

tta
Leu

gag
Glu

gg9g
Gly

agt
Ser

gat
Asp
210

gat
Aszp

gga
Gly

ttg
Leu

ttt
Phe

ctt
Leu
290

ggt
Gly

ata
Ile

gtc
Val

cca
Pro

act
Thr

tat
Tyr
115

ttyg
Leu

gac
Asp

gac
Asp

atg
Met

cgg
Arg
195

atg
Met

Lttt
Phe

atg
Met

gag
Glu

ctt
Leu
275

acc
Thr

acg
Thr

aaa
Lys

gta
val

tac
Tyr
355

cct
Pro

aac
Asn

ctt
Leu

gat
Asp

atg
Met

ttg
Leu
180

cgt
Arg

gtg
val

att
Ile

aag
Lys

gaa
Glu
260

gat
Asp

act
Thr

gat
Asp

aac
Agn

ggc
Gly
340

cta
Leu

tta
Leu

tca
Ser

aga
Arg

tgg
Trp

cat
His
165

atg
Val

gtt
val

gtg
Val

cog
Pro

ggc
Gly
245

cac
His

gtc
Val

tcte
Ser

aca
Thr

ccg
Pro
325

¢gg
Arg

caa
Gln

aat
Asn

caa
Gln

aag
Lys

gca
Ala
150

999
Gly

tac
Tyr

tte
Phe

gag
Glu

tect
Ser
230

ttg
Leu

ctg
Leu

att
Ile

aac
Asn

tct
Ser
310

gcg
ala

aat
Asn

gcg
Ala

ctg
Leu

gac
Asp

ttg
Leu
135

aat
Asn

gca
Ala

gca
Ala

gtg
val

cte
Leu
215

ttt
Phe

cac
His

gcyg
Ala

ttg
Leu

atc
Ile
2985

tecg
Ser

ate
Ile

cga
Arg

ata
Ile

ccc
Pro

atg
Met
120

agc
Ser

gtt
val

agt
Ser

atg
Met

acqg
Thr
200

atg
Met

gct
Ala

aaa
Lys

tca
Ser

gct
Ala
280

aag
Lys

agc
Ser

ctc
Leu

cgt
Arg

tgc
Cys
360

cga
Arg

gtg
vVal

aat
hsn

agg
Arg

ggc
Gly

gct
Ala
185

aga
Arg

act
Thr

tgg
Trp

aag
Lys

gct
Ala
265

aat
Asn

gct
Ala

aca
Thr

aag
Lys

tta
Leu
345

aag

Lys

atc
Ile

ttt
Phe

ctc
Leu

gtt
Val

cgc
Arg
170

aat
Asn

gga
Gly

tcg
Ser

atg
Met

ttt
Phe
250

cat
His

cgt
Arg

ctt
Leu

ata
Ile

aaa
Lys
330

atg
Met

gaa
Glu

tet
Ser

gce
Ala

cac
His

tcg
Ser
155

gga
Gly

atg
Met

gaa
Glu

gct
Ala

gat
Asp
235

gat
Asp

atc
Ile

gat
Asp

tta
Leu

gag
Glu
315

gca

Ala

gag
Glu

tca
Ser

tca
Ser

gcc
Ala

atg
Met
140

gag
Glu

gag
Glu

ata
Ile

gaa
Glu

gga
Gly
220

ttg
Leu

gat
Asp

cga
Arg

act
Thr

ctyg
Leu
300

tgg
Trp

cac
His

tcyg
Ser

ttt
Phe

caa
Gln

tac
Tyr
125

ttyg
Leu

gtt
val

gcg
Ala

gga
Gly

tryg
Leu
205

tat
Tyx

caa
Gln

ttg
Leu

aag
Lys

ttg
Leu
285

aac
Asn

gcg
Ala

gat
Asp

gac
Asp

cgt
Arg
365

gca
Ala

447

495

543

591

639

687

735

783

831

879

927

975

1023

1071

1119

1167

1215



370

tgc acg gtg aac ggt
Cys Thr Val Asn Gly
385

aac ata tgg gecg atc
Asn Ile Trp Ala Ile
400

gaa ttc aac ccc gac
Glu Phe Asn Pro Asp
415

ccyg aga gga aat gat
Pro Arg Gly Asn Asp
430

att tgt geg gga gcg
Ile Cys Ala Gly Ala
450

gga agt ttg gtg cat
Gly Ser Leu Val His
465

gag atg aat ttg gat
Glu Met Asn Leu Asp
480

cct ¢ttt gea gea atg
Pro Leu Ala Ala Met
495

tac
Tyr

gga
Gly

agy
Arg

Lttt
Phe
435

agg
Arg

tet
Ser

gag
Glu

gtt
Val

tac
Tyx

agg
Arg

ttc
Phe
420

gaa
Glu

atg
Met

ttt
Phe

gct
Ala

act
Thr
500

ata
Ile

gat
Asp
405

atg
Met

cte
Leu

g99
Gly

gat
Asp

ttt
Phe
485

ccg
Pro

ccg
Pro
390

cee
Pro

tee
Ser

atc
Ile

ata
Ile

tgg
Trp
470

999
Gly

agg
Arg

375

aag
Lys

aac
Asn

ggt
Gly

ceg
Pro

gtt
val
455

aaa

Lys

ctt
Leu

ttg
Leu

aac
Azn

gtg
Val

aag
Lys

ttc
Phe
440

ctt

Leu

ttg
Leu

get
Ala

cct
Pro

acg
Thr

tgg
Trp

aat
Asn
425

999
Gly

gtg
Val

cee
Pro

ttg
Leu

tca
Ser
505

cct taagtaatag tatttaagtg cgteggaata tegaagtcta

Pro
510

ttgtgcttgt ttctatccac tatgttgtaa gaattcatct ccgatectet ggtggtcatg

gctatatatc gtaattcttt ttcgaasaaa aaaaaaaaaa aaa

<210> 70
<211> 510
«212> PRT

<213> Antirrhinum kellogii

<400> 70
Met Gln Ile Ile Ile
1 5

Leu Leu Tyr Val Phe
20

Pro Cys His Arg Leu
35

Ala Leu Pro Leu Leu
50

Pro

Thr

Pro

Val

Asn

Pro

Gly Ser

55

Leu Leu Lys Glu Leu

10

Ile Leu Ile Arg Ser

25

Gly Pro Arg Gly Phe

40

Met Pro His Val Ala

60

agg
Arg

gag
Glu
410

gca
Ala

gct
Ala

gaa
dlu

gaa
Glu

caa
Gln
490

aat
Asn

cte
Leu
395

aat
Asn

aag
Lys

ggt
Gly

tat
Tyr

gga
Gly
475

aaa

Lys

tgt
Cys

380

aac
Asn

cce
Pre

ctc
Leu

cga
Arg

ata
Iie
460

gtg
Val

gct
Ala

tat
Tyr

tatgattttc

Thr

Leu

Pro

45

Leu

gtc
val

ctyg
Leu

gat
Azp

agg
Arg
445

ttg

Leu

aag
Lys

gtt
Val

gct
Ala

Val Ala 2la

15

Leu Thr Arg

30

val Val Gly

Ala Lys Met

1263

1311

1359

1407

1455

1503

1551

1599

1652

1712

1755

[0/



Ser

65

Met

Leu

Leu

Trp

Ala

145

Leu

Pro

Leu

Lys

Gly

225

Lys

Met

Asp

Arg

Ala

305

Met

Lys

Ala

Asp

Ala

Arg

130

Leu

Glu

Gly

Ser

Asp

210

Asp

Gly

Leu

Phe

Leu

290

Gly

Ile

Thr

val

Thr

Tyr

115

Leu

Asp

Asp

Met

Arg

185

Met

Phe

Met

Glu

Leu

275

Thr

Thr

Lys

Tyxr

Ala

Asn

100

Asn

Leu

Asp

Met

Leu

180

Arg

vVal

Ile

Lys

Glu

260

Asp

Thr

Asp

Asn

Gly

Ser

85

Phe

Ser

Arg

Trp

His

165

Val

Val

Val

Pro

Gly

245

His

Val

Ser

Thr

Pro
325

Pro

70

Thr

Ser

Gln

Lys

Ala

150

Gly

Tyr

Phe

Glu

Ser

230

Leu

Leu

Ile

Asn

Ser

310

Ala

Val

Pro

Asn

Asp

Leu

135

Asn

Ala

Bla

vVal

Leu

215

Phe

His

Ala

Leu

Ile

295

Ser

Ile

Ile

Glu

Arg

Met

120

Ser

val

Ser

Met

Thr

200

Met

Ala

Lys

Ser

Ala

280

Lys

Ser

Leu

Tyr

Ser

Pro

105

Val

Asn

Arg

Gly

Ala

185

Arg

Thr

Trp

Lys

Ala

265

Asn

Ala

Thr

Lys

Leu

Ala

90

Pro

Phe

Leu

Val

Arg

170

Asn

Gly

Ser

Met

Phe

250

His

Arg

Leu

Ile

Lys
330

Lys

75

Lys

Asn

Ala

His

Ser

155

Gly

Met

Glu

Ala

Asp

235

Asp

Ile

Asp

Leu

Glu

315

Ala

val

Ala

Ala

Ala

Met

140

Glu

Glu

Ilie

Glu

Gly

220

Leu

Asp

Arg

Thr

Leu

300

Trp

His

Gly

Phe

Gly

Tyr

125

Leu

Val

Ala

Gly

Leu

205

Tyr

Gln

Leu

Lys

Leu

285

Asn

Ala

Asp

Ala

Leu

Ala

110

Gly

Gly

Gly

Val

Gln

190

Asn

Fhe

Gly

Ile

Glu

270

Glu

Leu

Leu

Glu

His

Lys

85

Thr

Pro

Thr

Tyr

Gly

175

vVal

Glu

Asn

Ile

Ser

255

Lys

Gly

Phe

Ala

Met
335

Gly

80

Thr

His

Arg

Lys’

Met

160

Val

Ile

Phe

Ile

Glu

240

Arg

Pro

Gilu

Thr

Glu

320

Asp



Gln Val val Gly Arg Asn Arg Arg Leu Met Glu Ser Asp Ile Pro Lys
340 345 350

Leu Pro Tyr Leu Gln Ala Ile Cys Lys Glu Ser Phe Arg Lys His Pro
355 360 365

Ser Thr Pro Leu Asn Leu Pro Axrg Ile Ser Ser Gln Ala Cys Thr Val
370 375 380

Asn Gly Tyr Tyr Ile Pro Lys Asn Thr Arg Leu Asn Val Asn Ile Trp
385 390 395 400

Ala Ile Gly Arg Asp Pro Asn Val Trp Glu Asn Pxro Leu Glu Phe Asn
405 410 415

Pro Asp Arg Phe Met Ser Gly Lys Asn Ala Lys Leu Asp Pro Arg Gly
420 425 430

Asn Asp Phe Glu Leu Ile Pro Phe Gly Ala Gly Arg Arg Ile Cys Ala
435 440 445

Gly Ala Arg Met Gly Ile Val Leu vVal Glu Tyr Ile Leu Gly Ser Leu
450 455 460

Val His Ser Phe Asp Trp Lys Leu Prc Glu Gly Val Lys Glu Met Asn
465 470 _ 475 480

Leu Asp Glu Ala Phe Gly Leu Ala Leu Gln Lys Ala Val Pro Leu Ala
485 490 495

Ala Met Val Thr Pro Arg Leu Pro Ser Asn Cys Tyr Ala Pro
500 505 510

<210> 71
<21l 1811
<212> DNA

<213> Antirrhinum kellegii

<220>
<221> misc_feature
<223> F3'5'cDNA#12 pSPB3146

<220>
221> CDS
<222> (Bg)..(1l615)

<400> 71
gatactaaaa accatccaaa ttaagtacct ttagtatgtt caatctctag tttttttatt 60
aatcacaact caatagataa tcgtc atg cag ata ata att c¢cg gtc ctc ctg 112

Met Gln Ile Ile Ile Pro Val Leu Leu
1 5

02



aag
Lys
10

atc
Ile

aga
Arg

cac
His

cta
Leu

gec
Ala
90

cca
Pro

ttt
Phe

cte
Leu

gte
val

cgco
Arg
170

aat

Asn

gaa
Glu

tcg
Ser

atg
Met

Lttt
Phe
250

cat

gag ctc
Glu Leu

cge teca
Arg Ser

gge ttt
Gly Phe

gtg gcg
Val Ala
60

aaa gta
Lys Val
75

aaa geog
Lys Ala

aat gcc
Asn Ala

gcc geo
Ala Ala

cac atg
His Met
140

teg gag
Ser Glu
155

gga aag
Gly Lys

atg ata
Met Ile

gaa gaa
Glu Glu

act gga
Ala Gly
220

gat ttg
Asp Leu
235

gat gat
Asp Asp

arc cga

acc
Thr

ctt
Leu

ceca
Pro
45

cto
Leu

ggc
Gly

tte
Phe

ggt
Gly

tac
Tyx
125

ttg

Leu

gtt
Val

gtg
val

gga
Gly

ttg
Leu
205

tat
Tyr

caa
Gln

ttg
Leu

aag

gta
Val

cte
Leu
30

gta
val

gce
Ala

gca
Ala

cte
Leu

gce
Ala
110

ggc
Gly

999
Gly

gga
Gly

gtg
Val

cag
Gln
190

aac
Asn

ttc
Phe

gga
Gly

atc
Ile

gag

gca
Ala
15

aca
Thr

gte
Val

aaa
Lys

cac
His

aaa
Lys
95

act
Thr

ccg
Pro

act
Thr

tac
Tyt

ggt
Gly
175

gtg
Val

gag
Glu

aat
Asn

ata
Ile

agt
Ser
255

aaa

gca
Ala

aga
Arg

g9c¢
Gly

atg
Met

ggc
Gly
g0

acc
Thr

cac
His

agg
Arg

aag
Lys

atg
Met
160

gtg
vVal

ata
Ile

Lttt
Phe

att
Ile

gag
Glu
240

aga
Arg

cct

tta
Leu

cce
Pro

gct
Ala

tce
Ser
65

atg
Met

cta
Leu

ctg
Leu

tgg
Trp

gect
Ala
145

tta

Leu

ccg
Pro

ctt
Leu

aag
Lys

ggt
Gly
225

aag
Lys

atg
Met

gat

ctc
Leu

cgt
Arg

ctt
Leu
50

adad
Lys

gca
Ala

gac
Asp

gect
Ala

aga
Arg
130

tta
Leu

gag
Glu

999
Gly

agt
Ser

gat
Asp
210

gat
Asp

gga
Gly

ttg
Leu

Ett

tat
Tyr

cac
His
35

cca
Pro

act
Thr

gtg
Val

ace
Thr

tat
Tyx
115

ttg

Leu

gac
Asp

gac
Asp

atg
Met

cgg
Arg
1985

atg
Met

ttt
Phe

atg
Met

aag
Lys

ctt

gtt
val
20

cgt
Arg

ctc
Leu

tat
Tyr

gece
Ala

aac
Asn
100

aac
Asn

ctt
Leu

gat
Asp

atg
Met

ttg
Leu
180

cgt
Arg

gtyg
vVal

att
Ile

aag
Lys

gaa
Glu
260

gat

ttc
Phe

cte
Leu

cta
Leu

ggt
Gly

tca
Ser
85

ttc
Phe

tca
Ser

aga
hrg

tag
Trp

cat
His
165
gtg
val

gtt
val

gtg
Val

ccg
Pro

ggt
Gly
245

cac
His

gtc

act
Thr

ccg
Pro

ggc
Gly

ccc
Pro
70

act
Thr

tcc
Ser

caa
Gln

aag
Lys

gca
Ala
150

999
Gly

tac
Tyxr

ttc
Phe

gag
Glu

tet
Ser
230

ttg
Leu

ctg
Leu

att

aac
Asn

cca
Pro

agc
Ser
55

gte
Val

ccot
Pro

aac
Asn

gac
Bsp

ttg
Leu
135

aat

Asn

gca
Ala

gca
Ala

gtg
val

cte
Leu
215

ttt
Phe

cac
His

gcg
Ala

ttg

att
Ile

999
Gly
40

atg
Met

ata
Ile

gaa
Glu

cge
Arg

atg
Met
120

agc

Ser

gtt
val

agt
Ser

atg
Met

acg
Thr
200

atg
Met

gca
Ala

aaa
Lys

tca
Ser

gct

cte
Leu
25

cca
Pro

cca
Pro

tac
Tyr

tce
Ser

ccyg
Pro
105

gtg
Val

aat
Asn

agg
Arg

ggc
Gly

gct
Ala
185

aga

Arg

act
Thr

tgg
Trp

aag
Lys

gct
Ala
265

aat

160

208

256

304

352

400

448

496

544

592

640

688

736

784

832

880

528

[ ¢



His

cgt
Arg

ctt
Leu

ata
Ile

aaa
Lys
330

atg
Met

gaa
Glu

tct
Ser

agg
Arg

gag
Glu
410

gca
Ala

gct
Ala

gaa
Glu

gaa
Glu

caa
Gln
4390

aat
Asn

tatgatttte ttgtgcﬁtgt ttctatecac tatgttgtaa gaattcatct ccgatcctet

ggtggtcatg gctatatatc gtaattcettt ttectatgtcg tactaatatc aatcaattat

Ile

gat
Asp

tta
Leu

gag
Glu
315

gca
Ala

gag
Glu

tca
Ser

tca
Ser

ctc
Leu
385

aat
Asn

aag
Lys

ggt
Gly

tat
Tyr

gga
Gly
475

aaa

Lys

tgt
Cys

Arg

act
Thr

ctg
Leu
300

tgg
Trp

cat
His

teg
Ser

ttt
Phe

caa
Gln
380

aac
Asn

cece
Pro

ctc
Leu

cga
Arg

ata
Ile
460

gtg
val

gct
Ala

tat
Tyr

Lys

ttg
Leu
285

aac
Asn

gcg
Ala

gat
Asp

gac
Asp

cgt
Arg
365

gca
Ala

gtc
Val

ctg
Leu

gat
Asp

agg
Arg
445

ttg

Leu

aag
Lys

gtt
Val

gct
Ala

Glu
270

gag
Glu

ttg
Leu

ctg
Leu

gaa
Glu

ata
Ile
350

aag
Lys

tge
Cys

aac
Asn

gaa
Glu

ccg
Pro
430

att
Ile

aga
Gly

gag
Glu

cct
Pro

oot
Pro
510

Lys

gga
Gly

tte
Phe

gcg
Ala

atg
Met
335

cce
Pro

cac
His

acy
Thr

ata
Ile

ttc
Phe
415

aga
Arg

tgt
Cys

agt
Ser

atg
Met

ctt
Leu
495

Pro

gag
Glu

acc
Thr

gag
Glu
320

gat
Asp

aaa
Lys

cct
Pro

gtg
val

tag
Trp
400

aac
Asn

gga
Gly

gcg
Ala

ttg
Leu

aat
Asn
480

gca
Ala

Asp

agg
Arg

gcc
Ala
305

atg
Met

caa
Gln

ctt
Leun

tcc
Ser

aac
Asn
385

gcg
Ala

cce
Pro

aat
Asn

gga
Gly

gtg
Val
465

ttg

Leu

gca
Ala

Phe

ctt
Leu
290

ggt
Gly

ata
Ile

gtc
val

cca
Pro

act
Thr
370

ggt
Gly

atc
Ile

gac
Asp

gat
Asp

gcg
Ala
450

cat

His

gat
Asp

atg
Met

Leu
275

acc
Thr

acqyg
Thr

aaa
Lys

gta
Val

tac
Tyr
355

cct
Pro

tac
Tyr

gga
Gly

agg
Arg

Lttt
Phe
435

agy
Arg

tct
Ser

gag
Glu

gtt
Val

Asp

act
Thr

gat
Asp

aac
Asn

ggc
Gly
340

cta
Leu

tta
Leu

tac
Tyr

agg
Arg

Lte
Phe
420

gaa
Glu

atg
Met

ttte
Phe

get
Ala

act
Thr
500

Val

tct
Ser

aca
Thr

ccg
Pro
325

tgg
Trp

caa
Gln

aat
Asn

ata
Ile

gat
Asp
405

atg

Met

ctc
Leu

999
Gly

gat
Asp

ol o of
Phe
485

ceyg

Ile

aac
Asn

tct
Ser
310

gcg
Ala

aat
Asn

gcg
Ala

cktg
Leu

ccg
Pro
390

cce
Pro

tcc
Ser

att
Ile

ata
Ile

tag
Trp
470

ga9g
Gly

agg

Leu

atc
Ile
295

teg
Ser

atc
Ile

cga
Arg

ata
Ile

cce
Pro
375

aag

Lys

aat
Asn

ggt
Gly

ceyg
Pro

gtt
val
455

aaa
Lys

ctt
Leu

ttg

Pro Arg Leu

Ala
280

aag
Lys

age
Ser

ctc
Leu

cgt
Arg

tgce
Cys
360

cga
Arg

aac
Asn

gtg
Val

aag
Lys

ttc
Phe
440

ctt

Leu

ttg
Leu

gct
Ala

cect
Pro

Asn

gct
Ala

aca
Thr

aag
Lys

tta
Leu
345

aag
Lys

atc
Ile

acg
Thr

tgg
Trp

aac
Asn
425

999
Gly

gtg
Val

cce
Pro

ttg
Leu

tca
Ser
505

taagtaatag tatttaagtg cgtccgaata tcgaagttta

976

1024

1072

1120

1168

1216

1264

1312

1360

1408

1456

1504

1552

1600

1655

1715

1775

[O
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attttcaaac ttttttctaa aaaaaaaaaa aaaaaa 1811
<210> 72

<211> 65§10

<212> PRT

<213> Antirrhinum kellogii
<400> 72
Met Gln Ile Ile Ile Pro Val Leu Leu Lys Glu Leu Thr Val Ala Ala

1 5 10 15

Leu Leu Tyr Val Phe Thr Asn Ile Leu Ile Arg Ser Leu Leu Thr Arg
20 25 30

Pro Arg His Arg Leu Pro Pro Gly Pro Arg Gly Phe Pro Val Val Gly
35 49 45

Ala Leu Pro Leu Leu Gly Ser Met Pro His Val Ala Leu ARla Lys Met
50 55 60

Ser Lys Thr Tyr Gly Pro Val Ile Tyr Leu Lys Val Gly Ala His Gly
65 70 75 80

Met Ala Val Ala Ser Thr Pro Glu Ser Ala Lys Ala Phe Leu Lys Thr
85 90 95

Leu Agp Thr Asn Phe Ser Asn Arg Pro Pro Asn Ala Gly Ala Thr His
100 105 110

Leu Ala Tyr Asn Ser Gln Asp Met Val Phe Ala Ala Tyr Gly Pro Arg
115 120 125

Trp Arg Leu Leu Arg Lys Leu Ser Asn Leu His Met Leu Gly Thr Lys
130 135 140

Ala Leu Asp Asp Trp Ala Asn Val Arg Val Ser Glu Val Gly Tyr Met
145 150 155 160

Leu Glu Asp Met His Gly Ala Ser Gly Arg Gly Lys Val Val Gly Val
165 170 175

Pro Gly Met Leu Val Tyr Ala Met Ala Asn Met Ile Gly Gln Val Ile
180 185 180

Leu Ser Arg Arg Val Phe Val Thr Arg Glu Glu Glu Leu Asn Glu Phe
185 200 205

Lys Asp Met Val val Glu Leu Met Thr Ser Ala Gly Tyr Phe Asn Ile
210 215 220



Gly

225

Lys

Met

Asp

Arg

Ala

305

Met

Gln

Leu

Ser

Asn

385

Ala

Pro

Asn

Gly

Val

465

Leu

Asp

Gly

Leu

Phe

Leu

2580

Gly

Ile

Val

Pro

Thr

370

Gly

Ile

Asp

Asp

Ala

450

His

Asp

Phe

Met

Lys

Leu

275

Thr

Thr

Lys

Val

Tyr

355

Pro

Tyr

Gly

Arg

Phe

435

Arg

Ser

Glu

Ile

Lys

Glu

260

Asp

Thr

Asp

Asn

Gly

340

Leu

Leu

Tyr

Arg

Phe

420

Glu

Met

Phe

Ala

Pro

Gly

245

His

Val

Ser

Thr

Pro

325

Trp

Gln

Asn

Ile

Asp

405

Met

Leu

Gly

Asp

Phe

Ser

230

Leu

Leu

Ile

Asn

Ser

310

Ala

Asn

Ala

Leu

Pro

390

Pro

Ser

Ile

Ile

Trp
470

Gly

Phe

His

Ala

Leu

Ile

295

Ser

Ile

Arg

Ile

Pro

375

Lys

Asn

Gly

Pro

val

455

Lys

Leu

Ala

Lys

Ser

Ala

280

Lys

Ser

Leu

Arg

Cys

360

Arg

Asn

val

Lys

Phe

4440

Leu

Leu

Ala

Trp

Lys

Ala

265

Asn

Ala

Thr

Lys

Leu

345

Lys

Ile

Thr

Trp

Asn

425

Gly

Val

Pro

Leu

Met

Phe

250

His

Arg

Leu

Ile

Lys

330

Met

Glu

Ser

Arg

Glu

410

Ala

Ala

Glu

Glu

Gln

Asp

235

Asp

Ile

Asp

Leu

Glu

315

Ala

Glu

Ser

Ser

Leu

355

Asn

Lys

Gly

Tyr

Gly

475

Lys

Leu

Asp

Arg

Thr

Leu

300

Trp

His

Ser

Phe

Gln

380

Asn

Pro

Leu

Arg

Ile

460

Val

Ala

Gln

Leu

Lys

Leu

285

Asn

Ala

Asp

Asp

Arg

365

Ala

Val

Leu

Asp

Arg

445

Leu

Lys

Val

Gly

Ile

Glu

270

Glu

Leu

Leu

Glu

Ile

350

Lys

Cys

Asn

Glu

Pro

430

Ile

Gly

Glu

Preoc

Ile

Ser

255

Lys

Gly

Phe

Ala

Met

335

Pro

His

Thr

Ile

Phe

415

Arg

Cys

Ser

Met

Leu

Glu

240

Arg

Pro

Glu

Thr

Glu

320

Asp

Lys

Pro

Val

Trp

400

Asn

Gly

Ala

Leu

Asn

480

Ala

/O



485

(SF

495

Ala Met Val Thr Pro Arg Leu Pro Ser Asn Cys Tyr Ala Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

caagaaaaat aaatgcagat aataattceg gtcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

500
73
34
DNA
Artificial

ADH-RkF3'5'H-Fd

73

74

23

DNA
Artificial

NsiI-AkF3'5'H-Rv

74

atgcatgtce tctaacatgt atc

<210>
<211>
<212>
<213>

220>
<223>

«400>

tattatctge atttattttt cttgatttecc ttcac

<210>
<21ll>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

75

35

DNA
Artificial

AkF3'5'H-ADH-RV

75

76

23

DNA
Artificial

NgiI-AkF3'5'H-Rv

76

atgcatgtcc tctaacatgt atc

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<221>
«<223>

<220>

77

1667

DNA
Cineraria

misc_feature
Cibals

510

34

23

35

23



(&

<221> CDS
<222> (39)..(1550)

<400> 77
gaattactaa ccaattctta cgttgtcaag taaataaa atg agc att cta acc cta 56
Met Ser Ile Leu Thr Leu
1 5
atc tgc acc ttc atc act ggt ttg atg tte tat ggg ttg gtt aat ttg 104
Ile Cys Thxr Phe Ile Thr Gly Leu Met Phe Tyr Gly Leu Val Asn Leu
10 15 20
ckt agc cgt cgc gct age cgt ctt cct cca ggt cca acc cca tgg cca 152
Leu Ser Arg Arg Ala Ser Arg Leu Pro Pro Gly Pro Thr Pro Trp Pro
25 30 35
atc atc ggce aac cta atg cac ctt ggt aaa ctt cca cat cac tcg ctg 200
Ile Ile Gly Asn Leu Met His Leu Gly Lys Leu Pro His His Ser Leu
40 45 50
gcg gac ttg gcg aaa aag tat ggt ccg ttg ata cat gkc cga <¢ta ggg 248
Ala Asp Leu Ala Lys Lys Tyr Gly Pro Leu Ile His Val Arg Leu Gly
55 60 65 70
tcc gtt gat gtt gtg gtg gece teg tet geg tece ghbt get ggg cag ttte 296
Ser Val Asp Val Val Val Ala Ser Ser Ala Ser Val Ala Gly Gln Phe
75 80 85
tta aag gtg cac gat gog aat ttt gcc aac agg cca cca aat tct gga 344
Leu Lys Val His Asp Ala Asn Phe Ala Asn Arg Pro Pro Asn Ser Gly
50 95 100
gct aaa cat atg gecg tat aat tat cat gat atg gtg ttt gcg ccg tat 392
Ala Lys His Met Ala Tyr Asn Tyr His Asp Met Val Phe Ala Pro Tyr
105 110 115
ggt cca agg tgg cga atg ctt cga aag atg tge tee atg cat ctg ttt 440
Gly Pro Arg Trp Arg Met Leu Arg Lys Met Cys Ser Met His Leu Phe
120 125 130
tet gec aaa gea cte act gat ttt cgt caa gtt cga cag gag gag gta 488
Ser Ala Lys Ala Leu Thr Asp Phe Arg Gln Val Arg Gln Glu Glu Val
135 140 145 150
atg ata ctec acg cgc gtt ttg gcc ggg act gaa caa tcg gca gty aaa 536
Met Ile Leu Thr Arg Val Leu Ala Gly Thr Glu Gln Ser Ala Val Lys
155 160 165
cta gat caa caa ctt aac gtg tgc ttc gca aac aca tta tcc cga atg 584
Leu Asp Gln Gln Leu Asn Val Cys Phe Ala Asn Thr Leu Ser Arg Met
170 175 180
atg tta gac agg aga gta ttt gga gac ggt gat cca aag gcg gac gac 632
Met Leu Asp Arg Arg Val Phe Gly Asp Gly Asp Pro Lys Ala Asp Asp
185 190 195
tac aag gat atg gtg gtt gag ttg atg act ttg gcc gga caa ttc aac 680
Tyr Lys Asp Met Val Val Glu Leu Met Thr Leu Ala Gly Gln Phe Asn
200 205 210
atc ggt gac tac att cct tgg ctt gac ttg ctt gac cta caa ggc att 728
Ile Gly Asp Tyr Ile Pro Trp Leu Asp Leu Leu Asp Leu Gln Gly Ile
215 220 225 230
gtc aaa agg atg aag aaa gtt cat tet caa ttc gat teg tte ctt gac 776

Val Lys Arg Met Lys Lys Val His Ser Gln Phe Asp Ser Phe Leu Asp



ace
Thr

tta
Leu

aag
Lys

acg
Ala
295

cte
Leu

att
Ile

cta
Leu

gcg
Ala

aag
Lys
375

gce
Ala

cct
Pro

cca
Pro

geca
Ala

ttg
Leu
455

aag

lys

cee
Pro

atcg
Ile

age
Ser

ctt
Leu
280

gga
Gly

att
Ile

gta
Val

aca
Thr

acg
Thr
360

999
Gly

att
Ile

ggt
Gly

aat
Asn

ggt
Gly
440

gtt
val

ctt
Leu

ttg
Leu

att
Ile

aca
Thr
265

tcg
Ser

acg
Thr

cge
Arg

att
Ile

tte
Phe
345

cca
Pro

tat
Tyr

gct
Ala

cgt
Arg

gat
Asp
425

atg
Met

caa
Gln

aac
Asn

ttyg
Leu

gat
Asp
250

atg
Met

ttc
Phe

gac
AsSp

cac
His

gga
Gly
330

cte
Leu

ctt
Leu

cat
His

cga
Arg

tte
Phe
410

ttc
Phe

age
Ser

gcc
Ala

atg
Met

gtg
Val
490

235

gaa
Glu

att
Ile

atc
Ile

acg
Thr

cca
Pro
315

aaa
Lys

caa
Gln

tee
Ser

gtt
Val

caa
Gln
395

cta
Leu

gaa
Glu

cte
Leu

ttt
Phe

gaa
Glu
475

cac
His

cat
His

tca
Ser

gag
Glu

tca
Ser
300

cag
Gln

aac
Asn

gee
Ala

ctg
Leu

cct
Pro
380

tca
Ser

atc
Ile

att
Ile

gga
Gly

gat
Asp
460

gaa

Glu

ccg
Pro

act
Thr

cte
Leu

atc
Ile
285

tct
Ser

cta
Leu

cgg
Arg

att
Ile

cca
Pro
365

aag
Lys

gaa
Glu

cca
Pro

gta
vVal

ttg
Leu
445

tgg
Trp

gtg
val

agg
Arg

att
Ile

daaa
Lys
270

aaa
Lys

agt
Ser

atg
Met

ctt
Leu

gtg
Val
350

agg
Arg

gga
Gly

ttg
Leu

gga
Gly

cca
Pro
430

aga

Arg

gaa
Glu

ttt
Phe

cca
Pro

ggc
Gly
255

gat
Asp

gct
Ala

acc
Thr

daa
Lys

gta
Val
335

aaa
Lys

att
Ile

tece
Ser

tgg
Trp

gaa
Glu
415

tte
Phe

atg
Met

ttg
Leu

9499
Gly

agg
Arg
4395

240

acg
Thr

aat
Asn

ctt
Leu

gtg
Val

caa
Gln
320

aca
Thr

gaa
Glu

gca
Ala

ata
Ile

acca
Thr
400

aaa
Lys

gg99
Gly

gtc
vVal

gct
Ala

att
Ile
480

tta
Leu

ggc
Gly

gcce
Ala

cta
Leu

gaa
Glu
305

gcg
Ala

gaa
Glu

acyg
Thr

tcg
Ser

cte
Leu
385

gac
Asp

cct
Pro

gga
Gly

aat
Asn

aat
Asn
465

agc

Ser

gcc
Ala

cgt
Arg

gat
Asp

ctg
Leu
290

tgg
Trp

caa
Gln

atg
Met

ctt
Phe

gaa
Glu
270

Lttt
Phe

cca
Pro

aat
Asn

gga
Gly

ttg
Leu
450

999
Gly

ctt
Leu

cgt
Arg

cat
His

gga
Gly
275

aac
Asn

gga
Gly

gaa
Glu

gac
Asp

aga
Arg
355

agce
Ser

gtt
Val

ctt
Leu

gtt
Val

cga
Arg
435

ctt

Leu

tta
Leu

caa
Gln

cac
His

gtte
vVal
260

gag
Glu

tta
Leu

ata
Ile

gaa
Glu

ata
Ile
340

cte
Leu

tgt
Cys

aac
Asn

gaa
Glu

gaa
Glu
420

aggd
Arg

att
Ile

gag
Glu

agg
Arg

gta
val
500

245

gac
Asp

gga
Gly

ttc
Phe

gcg
Ala

atg
Met
325

agc
Ser

cac
His

gag
Glu

gtg
val

ttt
Phe
405

gtg
Val

att
Ile

gca
Ala

cca
Pro

gtt
Val
485

tac

Tyr

atg
Met

999
Gly

tca
Ser

gaa
Glu
310

gac
ASp

caa
Gln

cCccC
Pro

gtc
Val

tgg
Trp
390

€gg
Arg

aag
Lys

tgt
Cys

aca
Thr

gaa
Glu
470

caa

Gln

gga
Gly

824

872

920

968

1016

1064

1112

1160

1208

1256

1304

1352

1400

1443

1496

1544

[ (O



acqg ggt taaggaaata aactgectgt ttgtaagata aatctgtttg aatttatgta 1600
Thr Gly

ttaaatagtt atgctaagaa ctatttttac aaataaaagt atattggtti gaaaaaaaaa 1660

aaaaaaa 1667
<210> 78

<21l> 504

<212> PRT

«213> Cineraria
<400> 178
Met Ser Ile Leu Thr Leu Ile Cys Thr Phe Ile Thr Gly Leu Met Phe

1 5 10 15

Tyr Gly Leu Val Asn Leu Leu Ser Arg Arg Ala Ser Arg Leu Pro Pro
20 25 30

Gly Pro Thr Pro Trp Pro Ile Ile Gly Asn Leu Met His Leu Gly Lys
35 40 45

Leu Pro His Hig Ser Leu Ala Asp Leu Ala Lys Lys Tyr Gly Pro Leu
50 55 60

Ile His Val Arg Leu Gly Ser Val Asp Val Val Val Ala Ser Ser Ala
65 70 75 80

Ser val Ala Gly Gln Phe Leu Lys Val His Asp Ala Asn Phe Ala Asn
85 s0 95

Arg Pro Pro Asn Ser Gly Ala Lys His Met Ala Tyr Asn Tyr His Asp
100 105 110

Met Val Phe Ala Pro Tyr Gly Pro Arg Trp Arg Met Leu Arg Lys Met
115 120 125

Cys Ser Met His Leu Phe Ser Ala Lys Ala Leu Thr Asp Phe Arg Gln
130 135 140

Val Arg Gln Glu Glu Val Met Ile Leu Thr Arg Val Leu Ala Gly Thr
145 150 155 160

Glu Gln Ser Ala vVal Lys Leu Asp Gln Gln Leu Asn Val Cys Phe Ala
165 170 175

Asn Thr Leu Ser Arg Met Met Leu Asp Arg Arg Val Phe Gly Asp Gly
180 185 190

Asp Pro Lyg Ala Asp Asp Tyr Lys Asp Met Val Val Glu Leu Met Thr
195 200 205



Leun

Leu

225

Phe

Gly

Ala

Leu

Glu

305

Ala

Glu

Thr

Ser

Leu

385

Asp

Pro

Gly

Asn

Ala

210

Asp

Asp

Arg

Asp

Leu

290

Trp

Gln

Met

Phe

Glu

3740

Phe

Pro

Asn

Gly

Leu
450

Gly

Leu

Ser

His

Gly

275

Agn

Gly

Glu

Asp

Arg

35%

Ser

Val

Leu

Val

Arg

435

Leu

Gln

Gln

Phe

Val

260

Glu

Leu

Ile

Glu

Ile

340

Leu

Cys

Asn

Glu

Glu

420

Arg

Ile

Phe

Gly

Leu

245

Asp

Gly

Phe

Ala

Met

325

Ser

His

Glu

Val

Phe

405

Val

Ile

Ala

Asn

Ile

230

Asp

Met

Gly

Ser

Glu

310

Asp

Gln

Pro

Val

Trp

390

Arg

Lys

Cys

Thr

Ile

215

Val

Thr

Leu

Lys

Ala

295

Leu

Ile

Leu

Ala

Lys

375

Ala

Pro

Pro

Ala

Leu
455

Gly

Lys

Ile

Ser

Leu

280

Gly

Ile

Val

Thr

Thr

360

Gly

Ile

Gly

Asn

Gly

440

Val

Asp

Arg

Ile

Thr

265

Ser

Thr

Arg

Ile

Phe

345

Pro

Tyr

Ala

Arg

Asp

425

Met

Gln

Tyr

Met

Asp

250

Met

Phe

Asp

His

Gly

330

Leu

Leu

His

Arg

Phe

410

Phe

Ser

Ala

Ile

Lys

235

Glu

Ile

Ile

Thr

Pro

315

Lys

Gln

Ser

Val

Gln

395

Leu

Glu

Leu

Phe

FPro

220

Lys

Hig

Ser

Glu

Ser

300

Gln

Asn

Ala

Leu

Pro

380

Ser

Ile

Ile

Gly

Asp
460

Trp

Val

Thr

Leu

Ile

285

Ser

Leu

Arg

Ile

Pro

365

Lys

Glu

Proc

Val

Leu

445

Trp

Leu

His

Ile

Lys

270

Lys

Ser

Met

Leu

Val

350

Arg

Gly

Leu

Gly

Prao

430

Arg

Glu

Asp

Ser

Gly

255

Asp

Ala

Thr

Lys

Val

335

Lys

Ile

Ser

Trp

Glu

415

Phe

Met

Leu

Leu

Gln

24¢

Thr

Asn

Leu

val

Gln

320

Thr

Glu

Rla

Ile

Thr

400

Lys

Gly

val

Ala

[[2



Asn Gly Leu Glu Pro Glu Lys Leu Asn Met Glu Glu Val Phe Gly Ile
470

465

475

480

Ser Leu Gln Arg Val Gln Pro Leu Leu Val His Pro Arg Pro Arg Leu

485

Ala Arg His Val Tyr Gly Thr Gly

<210>
<211>
«<212>
<213>

79

DNA

<220>
<221>
<223>

<400> 79
gcggecgeygy

attaaaaaaa
catttcecata
aaaaacatag
attgtgagtc
aaacataagt
cttgatttga
aattttaaaa
agcagttgaa
tggcatcttyg
aacggttttg
tectectetat
ttteccgacat
tgttgtgteg
gaacaaggta
acacaccteca
taaccatttg
atgtcgacaa
taaaaccecat
gcaaaatcat
cagctcggtt

cacgegetta

B552

500

Cineraria

misc feature
gCi0l-pBluestar

atcccgggaa
aaactttaaa
tggagtttag
cggtacgaga
ttgtatatac
aagaatatat
aaaattacga
ctattttaca
acagtttttg
acactacatg
tctgtecttt
ggtggtgggt
ggaatatcaa
aactcccgac
taccatattt
tacatttatc
gcgacatcta
catattccge
gaggttagaa
tctgcagact
tttatgttet

ttttttgtag

ttctecgatee
ccacaaaacyg
ggacagagtg
atgacccact
atttaaaaaa
caatgacgtt
gaataacaaa
aaatgttaac
ttgaacgtaa
tctttctagt
ggatagtata
tgatcgtatg
tcatgtatat
atcgttcatt
ttgccaaact
attaactggt
aactattcga
gagtcgcatc
aattttactt
aatctaaatc
cttgatacgt

tcgtatcegea

490

agccatgtgt
ggttttgcaa
cgtttgctac
aaccgttcat
aaagaatata
cggtteggtt
tatttggggt
aagtaagttyg
agttatagcet
gtgaccctta
cggtctttgt
aatccttagg
gtacgtttat
tccaaatgtyg
tgacaactgc
atgactttcc
tagtgactta
tggtatggaa
ccaagttcaa
ttattcttece
ttatctgtag

tatgttagtt

ctagtacaac
acgaagaaat
attaaacaac
gtccattggce
tcagttccat
tttggtttat
gtcattttat
ttEttetttt
ttacttgaag
tcttacaact
tttaggacgt
atcgtageca
aattctcgge
ttaaaactgt
atttttttta
atccaaactt
attcgtaagt
cacaaatgga
gttcatttga
agagatgata
atgtgatcga

aaaaagtctyg

495

catacagacg
tgcctcaaaa
tcttttataa
aaaagttact
aaagggcctg
ataaagagaa
aaaatatcaa
ttttttcaca
tttgatattt
atcacatgtc
ctegecatgtyg
tttagaagga
gttgaaccaa
tgtaaggtgt
teatgttgtc
gacaagctct
taatgcacaa
tcaagagggc
tacaagcact
agttagtttg
aatgatagta

aaactaactt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



aazaaagtttyg
ttggtgttac

atatcgatga

tggctgggay
ggccacgyggy
gagacagtgc
ttgagagcett
ctggatttgt
ccgggectat
tgccacatce
gccaagtegt
tggcagccac
ttgcageccac
atgggacgac
cctggtcaac
catatagaaa
aggcgattta
aaaatgatca
gtatgtttct
atatgecattc
agtcagatac
tgcaaacata
agaatcagca
atttactaat
cacacaacte
actaatatgt
gattttacct
tgcaccaaga
gaaatctgta
tccatatatyg
taagggtgca
tagaaaaatt

aaactcgtaa

tcattttgaa
ttaacaatct
caatctcccect
tggagaactt
caggccaget
caatacgttg
agccactttt
gagcaatgtt
tgtcacactt
ggctcegeca
gggtggtgcece
tttcatgaat
tactacacac
ccaacaaaac
ggctcgacca
gtaaactttt
cgacctcagt
agaaaattta
ggtatcaaaa
gacttacagt
ttatgaactg
tacgccgaga
gacttcttat
ctttgatgtt
atgaatgttt
tcactaatca
ggcaattcega
tcategggtg
aaaagcoogt
agccttcaca
gctgcaagta
ctactcocaat

catattaaat

taggtggtag
cctaatcttt
acataaacgc
agtactatca
gggtcaaaaa
cgggeocteatg
gctaggagga
atgttgcgtc
catggccggt
ggtgtcactg
attgctggcec
gccacttteg
gatcgacatc
atgetttcta
ttgtccaagg
agaacttgtyg
tacgtgttta
gtcatatgaa
gttattatca
gattaagacg
acaaaatcct
gctaaaagcg
aaagaaaaca
caacaagtcg
ttatgaagaa
atgacgttcg
attttcaaac
aacgagaggt
caaggegtca
gaatttgaaa
ttagtaaaag
tttactcgaa

atgggacaat

ttgaaaatta
aagtcattct
gattttggtt
caacaaaaac
acaggccgaa
ccatggaggt
aacaacaagg
aacctggccec
ttgagatttt
ggttagccat
cactcatgac
ataggttgcee
accattgtgt
acacaaccct
cataagttat
taagcccaaa
agcgtttgat
gttagaagtc
gtttgtgttt
atcatagaag
ttacagaatc
acggtgataa
caactagaaa
ttggcgagag
aacacttcca
agtaaatcac
cattgaacta
ccactcecetgg
actceccattg
tgcaagaact
acgttecggtt
gtaatgtgat

attagtatta

ggagtataag
tttgattttct
aataacctga
aggcgaacat
accacccatt
tagcccaggg

gatttgggtg

atcacaggct
atctttggtt
atatttagtt
atcgggacct
tatcgaaaaa
caatggtgtt
cccteatceee
ggaaaagaaa
ttgtattact
atgtaaactt
attagattct
ctaaatcctt
ggattategt
aatatgcatt
gagtagaatc
tcaagttcac
catgggtact
agtataaacc
acctgaatac
atcttttgea
taatggcgaa
tgtctatcca
ggttttcatt
tgacttttga
tttcaggaaa

agaacttacc

tttacaaggg
cggcataaat
ggtagaaata
gtggttagga
atcattaccc
tgtgacattg
ctaagtgccg
ggtacgggtt
ggttctgtat
ggceccegeagg
gtggtgctca
gatgaaatgg
toggatatte
gagatttata
aaataaaaaa
caagatcggc
ttacgagcga
gtaatgtaat
aacagaatca
cacaaaattt
agacttacag
gtaatttcac
aaactacttc
tcggtaattt
aagttctcaa
aatgagccta
ataattctct
gactaccagt
gtaattgtat
gcgaaatgtg
ggtcaacaca
gattacaaag

cagattcaaa

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

[/



tcagtttgaa
gagaaatcca
accaaaacag
ttatatttac
tgtacctgta
ttatctttca
atatatttga
cagattataa
gagtatttta
tgtgetacta
aaattaccaa
ggattgggta
cgtagagatt
ttttaagtgt
acactatata
tgtgagttat
gagacctaaa
cttagcgacyg
acaaagggaa
aacctaacca
ggttegatec
tcaaagtaac
aattatgtet
tactaaccaa
cttcatcact
tecttecteca
teccacateac
agggteceogtt
gcaktgatgcg
ttatcatgat
cteccatgeat
gtactttcac

cactttttaa

aatttgaaag
actccocgttta
ttctaacatg
attaatgtgt
gattatgggc
caggaacaac
agtaacgatc
acatccattyg
tggaataggg
gtttaagtta
aaatgggttt
acgggtcaaa
acaaaaattc
caaatgcgat
aaaatttaga
atgaattaca
cctattagaa
aggaagatat
aggaacaatg
gcagagttag
tcactccatyg
tttattggtyg
aatatgccat
ttcttacgtt
ggtttgatgt
ggtccaacca
tcgetggegg
gatgttgtgg
aattttgcca
atggtgtttg
ctgtettctg
tttegtcata

taatcaaaat

ttatatataa
tacacaacct
ttaacacgtg
gattctgaaa
gtgagctcgg
agtgtettte
tgaagtgatt
caaactatcc
agaatcagac
taatgataat
aactgtttca
atgggttgga
tcecgttecaa
tctettttce
aggttataat
tagaaccttt
atgtctcaaa
gctagagtgt
ttacaatctc
atcaagkbggt
tggtcggagg
aatgecatgct
ctaagttcta
gtcaagtaaa
tctatgggtt
catggcecaat
acttggcgaa
tggectegtc
acaggccacce
cgcecgtatgg
ccaaagcact
tatataggga

atctttttte

agataaaatt
taacgaaatt
gaaacgattc
aaaggtegte
gttttgagat
catggaccaa
tctgcatacy
ttgcategty
aattagttgt
agaaaacatt
aaccaaaagt
ctgaaacatyg
ataaggttaa
ggtatgcata
aaaccaagaa
tatatatggt
aatcctaage
atgtgtgact
aatgattaga
aagtctttge
tttattggty
tagctaccgt
accaaccctt
taaaatgagc
ggttaatttyg
catecggcaac
aaagtatggt
tgcgtcegtt
aaattctgga
tccaaggtgyg
cactgatttt
gattagtacg

ttttaaacaa

tgacctctea
ttaagaaaat
gtctcttgag
aaaatatcta
tgggaggcegt
taccgacaac
tetgeaaatg
tttggatgtt
aataaaacat
tagtcttcgg
ggcaagatgt
ttcaaacata
cagatatgac
aaaaactgac
aatataattg
tgaattacct
ttcaggaata
cgttaaaatc
taggatataa
ctttgaagac
aatgcatgct
tcaaaatctt
caaatgttca
attctaaccc
cttagcecgte
ctaatgcacce
ccgttgatac
gctgggcagt
gctaaacata
cgaatgcette
cgtcaagttc
agaacgaaca

aatcatggaa

aggtcaaaca
atcaacgatt
actaagtaaa
ttaaatctaa
ttgaatgtag
atattctttg
aaaaagaaat
cgttttaagce
gatctttaat
aaaattatat
caggtcggat
gcgegtaggce
tatgctgact
gacggacatt
tattaaattg
tgctgaacaa
cctteeegge
atgaactaéa
ctcgataaca
ataggtcgag
tagctaccgt
caaaaagggt
ttcctataat
taatctgcac
gcgetageceyg
ttggtaaact
atgtccgact
ttttaaaggt
tggcgtataa
gaaagatgtyg
gacaggtttt
cttttaaaat

tcttattcaa

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

[/



ataacttttc
attaagataa
tcaaatacat
aaaaataaaa
gttttcaaca
gtttgtaaca
tatgccaagce
gcgcgttttg
cttcgcaaac
aaaggcggac
catcggtgac
gaagaaagtt
tggcacgggce
tggagaggga
acatagtagt
caacaggaat
ttcaaaaaga
catgtcttat
cctecaaagyg
tggtttgeca
taactctagg
atctagtacc
agcgcaagaa
aagccaacta
gccactttce
taagggatcg
cgacccactt
agtgaagcca
tatgagectce
ttgggaattg
tagccttcaa
atacggaacg

gtattaaata

taaccttcta
tcacataaaa
tattatcgat
taaaatctga
ataaaataaa
atagacggtc
atgcataaaa
gccaggactg
acattatccc
gactacaagg
tacattcctt
cattctcaat
cgtcatgttg
gggaagcttt
caactttttt
caaacttggt
ttatgaaaag
atgcgttcec
agttcccatg
ccaaggcaaa
ctaatactgt
gtggaatggg
gaaatggaca
acattcctte
ctgccaagga
atactctttg
gaatttcggc
aatgatttcg
ggattgagaa
gctaatgggt
agggttcaac
ggttaaggaa

gttatgctaa

aatttttette
tatatagata
atattttetyg
gaaggttaaa
atttcagaac
aacggaaaat
aaacaaaatc
gacaatcggce
gaatgatgtt
atatggtggt
ggcttgactt
tegattegtt
acatgttaag
cgttcatega
ttttttetgy
acctatcatt
tatctgtttt
ttaatcaaac
cacgttgagg
tecctggagga
tgatgtttca
gaatagcgga
ttgtagttgg
aagccattgt
ttgcatcaga
ttaacgtgtg
ctggtegttt
aaattgtacc
tggtcaattt
tagageccaga
ccttgttggt
ataaactgtc

gaactatttt

aattttttaa
atcacatgaa
tgattatctt
aaagttatat
gtaataaaaa
gtgtattate
gtaactacag
agtgaaacta
agacaggaga
tgagttgatg
gcttgaccta
cctbgacacce
cacaatgatt
gatcaaagct
taatgactcect
tttgggaaaa
tctgaacgat
gttgagggtg
gtgcacatat
cagtcaacct
gaacttgttc
actcattege
aaaaaaccgg
gaaagaaacg
aagcetgtgag
ggccattget
cctaatcccea
attcggggga
gcttattgca
aaagcttaac
gcaccecgagyg
tgtttgtaag

tacaaataaa

tettteettr
attttttgtyg
aaccaccgta
aaataagatt
ttgatttttt
tggtggtatc
gaggaggtaa
gatcaacaac
gtatttggag
actttggecg
caaggcattg
atcattgatg
tcactcaaag
cttctactgg
ttgagcaggt
attttaaaag
tgttaaatct
cgcatatggt
acacatgegce
ttttgatata
tcagcgggaa
cacccacage
cttgtaacag
tttaggctac
gtcaaggggt
cgacaatcag
ggagaaaaac
ggacgaagga
acattggtte
atggaagaag
ccaaggttag
atgaatctgt

agtatattgg

acttacagtg
attatttagt
aaaaaaattc
ttccgatttt
gttaacgaga
accatcggat
cgatactcac
ttaacgtgtg
acggtgatce
gacaattcaa
tcaaaaggat
aacatactat
ataatgccga
tgecgegtaat
aaaatgtccc
tactagcttt
accccaaacy
acatgecatac
accctetteg
agttcagatc
cggacacgte
taatgaaaca
aaatggacat
accecgegac
atcatgttcc
aattgtggac
ctaatgttga
tttgtgcagg
aagcctttga
tgtttgggat
ccegtcacgt
ttgaatttat

tttgattgtt

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

/16



ctcecgettage
acatcacgtg
aagtaaatat
gagagagaat
ggatgatttg
ccaaaaaaat
gcaaacccta
cagttggaaa
tcaagaaacc
aaagtgtaca
tacaaaatta
attaagagac
aattttaaaa
caaattttaa
Ltctatcaat
tatttaacaa
aatcgtgtta
actttgaaaa
actatatttec
cacaaacaca
tcgttcaata
caacatgatt
<210>
<211>

<212>
<213>

80
5638
DNA
Cine

<220>
<221>
<223>

misc

<220>
<221>
<222>

exon
(265

<220>
<221>
<222>

exdn
{361

<220>

<221> exdn

ctttgctaaa
gtaacgattt
aaaaaaattt
tttagagaaa
gaggatcttt
ctcggaaaca
gaaggacgaa
gggcggegga
ttgttttgag
tagaactgcg
aacttagtta
aattacatat
taatatatat
aataacatat
tataataaaa
attttattat
tcgettactt
ataaaataaa
atcaaaatcc
ttaaaatttt
tatttgttaa

tttgttaatt

raria

_feature

2)..(3092)

B)..(4046)

tcttagatag
gtttttgagt
gtgttccecga
ttttgagtat
tttetttett
tagegtaatyg
atcttgaaaa
tatcagtagg
ttgtgtctat
ttcaaagtga
ggaattagta
attttcaatt
atatttattt
atatatatat
aaataactat
ataaacttca
gaatcaaata
aaataatata
aaaacaaata
ataatttaat
taaagtggac

tcatatattt

atgagttgta
taaaattttt
gaagttcttt
tttacaacaa
ttccttegte
ataaacaaaa
tttattctaa
tagttgtgte
atttaaggct
cegtaggact
tgteocgacca
aaaactctat
taaaagtata
tttaaaattt
tatacctttt
ataaaatata
ataagttgca
tggttataaa
gtttetttgt
ttcaaatctce

aataagaatt

tg

taacacatca
aaagaaagga
acgaaggaag
aaatcatcct
cacttcacct
accaataaaa
gatttttaaa
acaacgacca
ccaaaatcte
gettgtgagt
aaagattgtg
aataaaatat
taataatata
taaattatat
ttgataaaac
aaatatatga
gaagataaaa
tactataatt
tatgaaaaaa
aattaattat

tatttgcttc

Fragmento Pvul-EcoRV de gCi0l-pBluestar

tcattaactc
aagaaagaga
aggggagaaa
ctcatttttyg
ceootttettt
atgagcagga
aaaaacttgg
gggcggtgtyg
cctegactte
aggagataac
atggtttaga
ttttcaatca
tttatccaat
atttatccat
aaaataaaca
aataaacaga
aaaaaattag
tatcaaaaat
aaaatctcta
ttgagaagat

aaataaacga

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

B520

8552

/%



<222>

<400> 80
cgacatcacc

ctttctaaca
tccaaggcat
acttgtgtaa
gtgtttaagc
atatgaagtt
attatcagtt
taagacgatc
aaatccttta
aaaagcgacg
gaaaacacaa
caagtcgttg
tgaagaaaac
acgttcgagt
ttcaaaccat
gagaggtcca
ggcgtcaact
tttgaaatgce
gtaaaagacg
actcgaadgta
ggacaatatt
tatataaaga
acaaccttaa
acacgtggaa
tectgaaaaaa
agctcgagtt
gtctttecat
agtgatttct
actatcecttg
atcagacaat
tgataataga

tgtttcaaac

{4449)..(5090)

attgtgtcaa
caaccceteee
aagttatgga
gcccaaattg
gtttgatatg
agaagtcatt
tgtgtttcta
atagaaggga
cagaatcaat
gtgataagag
ctagaaatca
gcgagggceat
actteccaagt
aaatcacacc
tgaactaatc
ctcectggtaa
cccattgtgt
aagaactggt
ttcggtttga
atgtgatttt
agtattaaga
taaaatttga
cgaaatttta
acgattcgtce
ggtcgtcaaa
ttgagattgg
ggaccaatac
gcatacgtct
catcgtgtte
tagttgtaat
aaacatttag

caaaagtggc

tggtgtttcg
tcatccegag
aaagaaaaaa
tattactcaa
taaactttta
agattctgta
aatccttaac
ttatcgtceac
atgecattaga
tagaatcgta
agttcacaaa
gggtactteg
ataaaccaag
tgaatacaat
ttttgcaata
tggcgaagac
ctatceagta
tttcattgeg
cttttgaggt
caggaaagat
acttacccag
cetctecaagg
agaaaatatc
tcttgagact
atatctatta
gaggcgtttg
cgacaacata
goaaatgaaa
ggatgttcgt
aaaacatgat
tcttcggaaa

aagatgtcag

gatatttatg
atttatacct
taaaaaacat
gatcggcagg
cgagcgaaaa
atgtaatgta
agaatcaata
aaaatttagt
cttacagtge
atttcacaga
ctacttcatt
gtaatttcac
ttctcaaact
gagecctagat
attctcttge
taccagtgaa
attgtattcc
aaatgtgtaa
caacacatag
tacaaagaaa
attcaaatca
tcaaacagag
aacgattacc
aagtaaatta
aatctaatgt
aatgtagtta
ttctttgata
aagaaatcag
tttaagcgag
ctttaattgt

attatataaa

gtcggatgga

ggacgaccca
ggtcaacggce
atagaaagta
cgatttacga
atgatcaaga
tgtttctggt
tgcattcgac
cagatactta
aaacatatac
atcagcagac
tactaatctt
acaactcaty
aatatgttca
tttacetgge
accaagatca
atctgtaaaa
atatatgggc
gggtgcagct
aaaaattcta
ctcegtaacat
gtttgaaaat
aaatccaact
aaaacagttce
tatttacatt
acctgtagat
tctttcacag
tatttgaagt
attataaaca
tattttatgg
gctactagtt

ttaccaaaaa

ttgggtaacg

acaaaacatyg
tcgaccattg
aacttttaaa
cctecagttac
aaatttagtc
atcaaaagtt
ttacagtgat
tgaactgaca
gccgagagcet
ttcttataaa
tgatgttcaa
aatgttttta
ctaatcaatg
aattcgaatt
tcgggtgaac
agcccgtcaa
cttcacagaa
gcaagtatta
ctccaatttt
attaaatatg
ttgaaagtta
ccgtttatac
taacatgtta
aatgtgtgat
tatgggcgtg
gaacaacagt
aacgatctga
tccattgcaa
aatagggaga
taagttataa
tgggtttaac

ggtcaaaatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1144

1200

1260

1320

1380

14440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

15920

s



ggttggactg
gttccaaata
ctttteceggt
ttataataaa
aaccttttat
tctcaaaaat
agagtgtatyg
caatctcaat
aagtggtaag
tcggaggttt
gcatgcttag
agttctaacc

aagtaaataa

aaacatgttc
aggttaacag
atgcataaaa
ccaagaaaat
atatggttga
cctaagectte
tgtgactegt
gattagatag
tctttgecett
attggtgaat
ctaccgttca

aacccttcaa

aaacatagcg
atatgactat
aactgacgac
ataattgtat
attaccttgce
aggaatacct
taaaatcatg
gatataactc
tgaagacata
gcatgcttag
aaatcttcaa

atgttcatte

a atg agc att cta acc

Met Ser I
1

le Leu Thr
5

cgtaggcegt
gctgactttt
ggacattaca
taaattgtgt
tgaacaagaa
tcoecggectt
aactagaaca
gataacaaac
ggtecgagggt
ctaccgttea
aaagggtaat

ctataattac

agagattaca
taagtgtcaa
ctatataaaa
gagttatatg
acctaaacct
dagcgacgagyg
aagggaaagg
ctaaccagca
tcgatcetea
aagtaacttt
tatgtctaat

taaccaattc

aaaattctcc
atgcgattet
atttagaagg
aattacatag
attagaaatg
aagatatgct
aacaatgtta
gagttagatc
ctccatgtag
attggtgaat
atgccatcta

ttacgttgtc

cta atc tgc acc tte atc act ggt
Leu Ile Cys Thr Phe Ile Thr Gly

10

Lty
Leu

ctt
Leu
30

ctt
Leu

ggt
Gly

tcg
Ser

Lttt
Phe

tat
Tyr
110

cga

Arg

ttt
Phe

agggagatta gtacgagaac gaacactttt aaaatcactt tttaataatc aaaatatctt

atg
Met
15

cct
Pro

ggt
Gly

ccg
Pro

tct
Ser

gce
Ala
95

cat

His

aag
Lys

cgt
Arg

tte
Phe

cca
Pro

aadd
Lys

ttg
Leu

gcy
Ala
80

aac

Asn

gat
Asp

atg
Met

caa
Gln

tat
Tyr

ggt
Gly

ctt
Leu

ata
Ile
65

tce
Ser

agy
Arg

atg
Met

tgc
Cys

gtt
val
145

ggg
Gly

cca
Pro

cca
Pro
50

cat
His

gtt
Val

cca
Pro

gtg
Val

tce
Ser
1390

cga
Arg

gtt aat
Val Asn
20

ttg
Leu

acc
Thr
35

cca
Pro

tgg
Trp

cat
Hig

cac
His

tcg
Ser

cta
Leu

gtc
Val

cga
Arg

gct
BAla

999
Gly

cag
Gln
85

tct
Ser

aat
Asn
100

cca
Pro

tte
Phe
115

gcg
Ala

cog
Pro

cat
His

atg
Met

ctg
Leu

cag
Gln

ttyg
Leu

cca
Pro

ctyg
Leu

ggg
Gly
70

ttt
Phe

gga
Gly

tat
Tyr

ttt
Phe

ctt
Leu

atc
Ile

gcg
Ala
55

tcc
Ser

tta
Leu

gct
Ala

ggt
Gly

tect
Ser
135

agc
Ser

atc
Ile
40

gac
Asp

gtt
Val

aag
Lys

aaa
Lys

cca
Pro
120

goc
Ala

cgt
Arg
25

gge
Gly

ttg
Leu

gat
Asp

gtg
vVal

cat
His
105

agg
Arg

aaa
Lys

cgc
Arg

aac
Asn

gcg
Ala

gtt
Val

cat
His
g0

atyg

Met

tgg
Trp

gca
Ala

gct
Ala

cta
Leu

aaa
Lys

gtg
Val
75

gat

Asp

gcg
Ala

cga
Arg

cte
Leu

agc
Ser

atg
Met

aag
Lys
60

gtg
vVal

gcg
Ala

tat
Tyr

atg
Met

act
Thr
140

attttgtact ttcactttcg tcatatatat

cgt
Arg

cac
His
45

tat
Tyr

gece
Ala

aat
Asn

aat
Asn

ctt
Leu
125

gat
Asp

1880

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2650

2738

2786

2834

2882

2930

2978

3026

3074

3122

3182

/7



ttcttettta
tttttaattt
agataatcac
ttttgtgatt
ttaaaaaagt
agaacgtaat
aaaatgtgta

aaatcgtaac

act
Thr
160

caa
Gln

gga
Gly

aac
Asn

aca
Thr

gca
Ala

cca
Pro

gat
Asp

ggt
Gly

act
Thr

ttg
Leu

gcc
Ala
210

ctt
Leu
225

ttg
Leu

gac
Asp

tte
Phe

caa
Gln
240

gat
Asp

acg
Thr

cgt
Arg

ggc
Gly

aat
Asn

goc
Ala

gat
Asp

ctt
Leu

cta
Leu

ctg
Leu
290
gtaatgactc
ttttgggaaa
ttctggacga
cgttgagggt

ggtgcacata

acagtcaacc

aacaaaatca
tttaattttt
atgaaatttc
atcttaacca
tatataaata
aaaaattgat

ttatctggtg

tacag gag gag gta acg
Glu Glu val Thr

tcg
Ser

gca
Ala

tggaatctta
tttttactta
ttgtgattat
ccgtaaaaaa

agattttecyg

ttcaaataac
cagtgattaa
ttagttcaaa
aattcaaaaa

attttgtttt

ttttctaace
gataatcaca
tacattatta
taaaataaaa

caacaataaa

gtg
Val

tttttgttaa

gtatcaccat

150

aaa cta gat
Lys Leu Asp

165

tta
Leu

tcce
Ser
180

aag
Lys
195

gcg
Ala

caa
Gln

gga
Gly

cta
Leu

caa
Gln

ttc
Phe

teg
Ser

cga
Arg

gac
Asp

tte
Phe

gac
Gly

ctt
Leu

tta
Leu

atg
Met

atg
Met

tac
Tyr

gac
Asp

aag
Lys
200

atc
Ile
215

aac
Asn

ggt
Gly

att
Ile
230

aaa
Lys

gte
Val

ate
Ile

acc
Thr

gac
Asp

245

cat
His

gtt
Val
260

gga
Gly
275

gag
Glu

gac
Asp

gga
Gly

tta
Leu

atg
Met

agc
Ser

ctt
Leu
280

ggg aag
Gly Lys

caa
Gln

gac
Asp
185

gat
Asp

gac
Asp

agg
Arg

att
Ile

aca
Thr
265

teg
Ser

cgagagtttg

cggattatge

caa
Gln
170

agg
Arg

atg
Met

tac
TyY

atg
Met

gat
Asp
250

atg
Met

ttc
Phe

taacaataga

caagcatgca

ctt
Leu

aga
Arg

gtg
Val

att
Ile

aag
Lys
235

gaa

Glu

att
Ile

atc
Ile

aac
Asn

gta
Val

gLt
val

cct
Pro
220

aaa

Lys

cat
His

tca
Ser

gag
Glu

gtg
val

Lttt
Phe

gag
Glu
205

tgg
Trp

gtt
Val

act
Thr

cte
Leu

atc
ile
285

gtgecgcecgtaa tacatagtag tcaacttttt tttttttetg

tttgagcagg
aattttaaaa
ttgttaaatc
gcgecatatgyg
tacacatgcg

tttttgatat

taaaatgtcc
gtactagctt
taccccaaac
tacatgcata
caccctette

aagttcagat

ccaacaggaa
tttcaaaaag
dcatgtctta
ccctecaaag
gtggtttgcc

ctaactctag

tcaaacttgg
attatgaaaa
tatgecgttcec
gagttcccat
accaaggcaa

gctaatactg

ttctaaattt
taaaatatat
tcgatatatt
tctgagaagg
ataaaatttc
cggtecaacgg

taaaaaaaca

ata ctec acg cgc gtt ttg goc agg
Ile Leu Thr Arg Val Leu Ala Arg
155

ttc
Phe
175

tgc
Cys

gga
Gly
190

gac
Asp

ttg
Leu

atg
Met

ctt
Leu

gac
Asp

tct
Ser

cat
His

att
Ile

ggc
Gly
255

aaa
Lys
270

gat
Asp

aaa
Lys

gct
Ala

tacctatcat
gtatectgttt
cttaatcaaa
geacgttgag
atcctggagg

ttgatgttte

3242

3302

3362

3422

3482

3542

3602

3653

3701

3749

3797

3845

3893

3541

3989

4037

4086

4146

4206

4266

4326

4386

1446

e



ag aac ttg ttc tca gog gga acg gac acg tca tet agt acc gtg gaa
Asn Leu Phe Ser Ala Gly Thr Asp Thr Ser Ser Ser Thr Val Glu

ata
Ile

tgg gga
Trp Gly

caa
Gln

gaa
Glu

gaa
Glu

ata
Ile
340

atg
Met

gac
Asp

ttt
Phe

cta
Leu

agg
Arg
355

gaa
Glu
370

agc
Ser

tgt
Cys

Lttt
Phe

gtt
val

aac
Asn

ctt
Leu

cca
Pro

gaa
Glu

aat
Asn

gtt
Val

gaa
Glu
420

gga
Gly

cga
Arg
435

agg
Arg

ttg
Leu
450

ctt
Leu

att
Ile

tta
Leu

999
Gly

gag
Glu

ctt
Leu

caa
Gln

agg
Arg

cgt cac
Arg His

gta
Val
500
aatctgtttg
atattggttt
cacatcatca

gaaaggaaag

aaggaagagg

295

gcg gaa
Ala Glu
310

atg
Met
325

gac
Asp

age
Ser

caa
Gln

cac
His

ccc
Pro

gtc
Val

gag
Glu

ctc
Leu

att
Ile

cta
Leu

gcg
Ala

aag
Lys

att
Ile

cge
Arg

gta
val

gtt
Val

ttc
Phe
345

aca
Thr

cea
Pro

acg
Thr
360

tat
Tyr

999
Gly

375

tag
Trp
390

gtg
Val

ttt
Phe
405

cgg
Arg

aag
Lys

gtg
val

att
Ile

tgt
Cys

gca
Ala

aca
Thr

gcc
Ala

cct
Pro

cca
Pro

gca
Ala

ttg
Leu

att
Ile

gct
Ala

cgt
Aryg

ggt
Gly

aat
Asn

gat
AsSp
425

atg
Met

ggt
Gly
4490

caa
Gln

gtt
Val

455

cca
Pro

gaa
Glu
470

gtt
Val
485

caa
Gln

tac
Tyr

gga
Gly

aatttatgta
gattgttcte
ttaactcaca
aaagagaaayg

ggagaaagag

aag
Lys

coe
Pro

acg
Thr

ctt
Leu

aac
Asn

ttg
Leu

ttyg
Leu

ggt
Gly

ttaaatagtt
gcttagcctt
tcacgtggta
taaatataaa

agagaatttt

300

cac
His

cca
Pro
315

cag
Gln

aaa
Lys

aac
Asn

gga
Gly
330

ctt
Leu

caa
Gln

gce
Ala

ctt
Leu

tce
Ser

ctg
Leu

cct
Pro
380

cat
His

gtt
val

tca
Ser

caa
Gln
395

cga
Arg

atc
Ile

ttc
Phe
410

cta
Leu

ttc
Phe

atc
Ile

gaa
Glu

cte
Leu

gga
Gly

agc
Ser

ttt
Phe

gce
Ala

gat
Asp
460

atg
Met

gaa
Glu
475

gaa
Glu

cac
His

gtg
Val
490

ccd
Pro

atgctaagaa
tgctaaatct
acgatttgtt
aaaatttgtg

agagaaattec

cta
Leu

atg aaa
Met Lys

ctt
Leu

gta
Val
335

cgg
Arg

att
Ile

aaa
Lys

gtg
val
350

att
Ile

cca
Pro
365

agg
Arg

tcg
Ser

aag
Lys

gga
Gly

ttg
Leu

tgg
Trp

gaa
Glu

cca
Pro

gaa
Glu
415

gga
Gly

ttc
Phe

cca
Pro
430

gta
Val

ttg
Leu
445

atg
Met

aga
Arg

tty
Leu

tgg
Trp

gaa
Glu

ttt
Phe

gtg
val

999
Gly

agg cca
Arg Pro

agg
Arg
495

ctatttttac
tagatagatyg
tttgagttaa
ttceccgagaa

tgagtatttt

305

caa
Gln
320

gcg
Ala

aca
Thr

gaa
Glu

gaa
Glua

acg
Thr

tca
Ser

gca
Ala

ctc
Leu
385

ata
Ile

acc
Thr
400

gac
Asp

cct’
Pro

aaa
Lys

999
Gly

gga
Gly

aat
Asn

gtc
vVal

aat
Asgn
465

gct
Ala

att
Ile
480Q

age
Ser

tta
Leu

gcc
Ala

taaggaaata aactgtctgt ttgtaagatg

aaataaaagt
agttgtataa
aatttttaaa
gttttttacy

acaacaaaaa

4493

4541

4589

4637

4685

4733

4781

4829

4877

4925

4973

5021

5069

5120

51840

5240

5300

5360

5420



1272

tcatcctete atttttggga tgatttggag gatctttttt ctttettttce cttegtccac 5480
ttcacctecee tttectttcoca aaaaaatctce ggaaacatag cgtaatgata aacaaaaacc 5540

aataaaaatg agcaggagca aaccctagaa ggacgaaatc ttgaaaattt attctaagat 5600

ttttaaaaaa aacttggcag ttggaaaggy cggcggat 5638
<210> 81

<211> 20

<212> DNA

«213» Artificial

<220>
<223> cebador primario CiSalsFl

<400> B8l

catctgtttt ctgccaaagc 20
<210> 82

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> cebador inverso CiSal8R1

<400> 82

ggattaggaa acgaccagg i9
<210> 83

<211l> 53

<212> DNA

<213> Artificial

«220>
<223> Cebador HANS-F3Hpro500-Fd

<400> 83

ccaagcttgg cgecgeecgegg ccgeatttaa attactgttce gaacctacaa agg 53
<210> 84

<21l> 39

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> C(Cebador MX-F3Hpro-Rv

<400=> 84

tttctagaac gecgtttttta ttttttcttc acacacttg 39
<210> 85

<211> 53

<212> DNA

«213> Artificial

<220>
«223> Cebador HAPS-RhCHSpro3k-Fd



<400>

85

ccaagcttgg cgcgcecttaa ttaaatttaa atcagcaaga gttgaagaaa tag

«210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400

86

i3

DNA
Artificial

Cebador NS-RhCHSpro3k-Rv

86

aaagctagca ctagtcatct cggagaaggg tcg

<210> 87

<211> 531

212> DNA

«213> Chrysanthemum

<220>

<221> misc_feature

«223> CmF3Hpro500

«220>

<221> primer_bind

<222> (1) ..({21)

<220>

<221> primer bind

«222> (507)..(531)

<4 00> 87

tactgttecga acctacaaag gaatatcaat acgagggcte
tgaattcaca aggtaaataa acgcggtact cttttcattg
gacaattaat tgggatggct ggcgtgtata attctcaata
attggttgac attcatgtga aattaatata ctcattttat
tataattaat tccaatcttg tggaatggga tccattgtga
gtggggatta cttttgattg gttcagecatt atcatataac
ctacattggt acgtatacat atacgattca cgtgtggtag
cceccaccce atatttectte aattttcteot acaaataccce
tcatteceet ctactcatag acgcaccaag tgtgtgaaga

aattattgtc
gtecttcgtt
catgtctgat
gattacaaag
accggtgcat
cceegtteaa
ttgataacta
atgccaacct

aaaaataaaa

teggattcaa
ttatttgttt
ttaatatgtg
acccacgatg
gattgttacg
cggatgcatg
gcgegatacy
tacgaaacac

a

53

33

G0

120

180

240

300

360

420

480

531
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