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SUPERINTENDENCIA ’ No. 09-106063- -00000-0000

Ee\,ha 2009-09-28 17:31:28 Dep. 2020 NUECREAGIONI
fra. 11 PATENTEIYH Eve: 378 FASENACIONAL]J
Act. 411 PRESENTACION Folios: 129

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

- PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
@ SOLICITUD DE:
Patente de Invencién. ] Patente de Modelo de Utilidad.
' Capitulo I. ] Capitulo I
» Nombre: INTERNATIONAL FLOWER
DEVELOPMENTS PROPRIETARY
LIMITED
SOLICITANTE
Sociedad constituida y existente bajo las <
(71) leyes de Austraha IDENTIFICACION
c.C. ] NIT ]
Direccidn: 1 Park Drive,
Bundoora, C.E. D Otro D
Victoria-3083, Cual
Australia i
Ndmero
Domicilio: Bundoora,
Victoria,
Australia
Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 42. No. 72-35 ccC. NIT ]
Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE|__ . 211 86 50 C.E O Otro O
O APODERADO | °¢ |
E-mail: clientes@cavelier.com Cual ___
Domicilio:. Bogotd, Colombia. Numero 35.456.344 T.P 23.555
1. Junichi TOGAMI 2. Ekaterina MOURADOVA
@ c/o Suntory Limited, 8 Francis Walton Road,
Research Center, Mill Park,
1-1-1, Wakayamadai, Victoria 3082,
INVEN(..TI%R (ES) Shimamoto-cho, Australia
Mishima-gun,
Osaka 6188503,
Japén

@ PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/JP2008/056746 Fecha: 28 de marzo de 2008
Publicacioén Internacional No. WO 2008/120820 A1  Fecha: 9 de octubre de 2008

Titulo (54)
@ METODO PARA PRODUCIR UNA PLANTA QUIMERICA CON UNA CAPA
* SUPERFICIAL TRANSGENICA

@ Clasificacion Internacional (51) C12N 015/009

Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Nimero de Solicitud

X JP 29 de marzo de 2007 - 2007-089259
si¥l NoL] JP 2 de agosto de 2007 o 2007-202291

Comprobante de pago No.: 09 — 70,565 Fecha: 21 de septiembre de 2009
Comprobante de pago No.: 09 — 66,575 Fecha: 7 de septiembre de 2009

Comprobante de pago No.: 09 — 68,588 Fecha: 14 de septiembre de 2009
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Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 540.000.00.

Comprobante de pago por 15 reivindicaciones adicionales después de la decimoquinta
reivindicacion por 375.000.00.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica. '

Poderes, si fuere el caso.

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

Declaraciones. |

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

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos) -

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

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

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

De ser el caso, informaciéon 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

9
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. [X] Publicacién Internacional WO 2008/120820 A1
Descripcién:
Péaginas 34 en el idioma original
Paginas 45 en espafol
Reivindicaciones: Numero (s) 30
Figuras: Nimero (s) 3
2. Forma PCT/ISA/210. Informe de Blusqueda Internacional.

3. Listado de Secuencias.

4. Extracto de publicacion.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA
FASE INTERNACIONAL

L 4
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Representacion y Poder con autenticacion notarial y Apostille
para patentes, modelos de " utilidad, disefios industriales,
marcas de fibrica, nombres comerciales, ensefias, nombres
de dominio, lemas comerciales, licencias.

notarial
models,
trade

Representation and Power-of- Attorney with
authentication and Apostille for patents, utility
industrial designs, trademarks, commercial names,
emblems, domain names, slogans, licenses.

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY

Yo (nosotros), abajo firmado (s)/I (we), the undersigned

FS2\%
Yelo¥d

INTERNATIONAL FLOWER DEVELOPMENTS PROPIETARY LIMITED

domiciliado (s) en/of
1 Park Drive, Bundoora, Victoria -3083, Australia

Hereby ratify the patent application No. 06. 024. 513 filed by Emilio FERRERO before the Colombian Patent Office on March 10, 2006.

-

i)r el presente nombramos a EMILIO FERRERO, tpa. 31929;

"GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23555 y DANIEL PENA, tpa. 65620, domiciliados en la Carrera 42 N°
‘-35, Bogot4, Colombia, en obedecimiento a lo dispuesto en el
paragrafo 1o del Articulo 543 del Cddigo de Comercio, el primero como
principal y los demés como suplentes, en su orden, como mis (nuestros)
representantes en todos los asuntos de prdpiedad industrial con facultad
para recibir notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales. El primer representante suplente reemplazara al principal
en caso de ausencia o impedimento temporal o definitivo de aquél. La
misma regla se aplicard cuando el segundo representante suplente haya
de reemplazar al primero, o el tercero al segundo. En tales casos, el
representante principal, o el primero, o segundo suplente, en su caso, o
ambos, declarardn su intencién de no ejercer la representacién mediante
elaracién autenticada por Notario Publico en Colombia, o por Notario
1 otro Funcionario Pdblico, o Cénsul de Colombia, en el extranjero; y si
se tratare de impedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de los
mbrados faltare definitivamente, el siguiente tomara su lugar. Cuando
cesare la ausencia o impedimento del representante principal, o de su
primero o segundo suplentes, en su caso, podrian ejercer la
representacion, en su orden, uno u otros segtn el caso, asumiéndola por
el solo hecho de ejercerla, cesando en ese momento el ejercicio de la

representacion por el primero, segundo o tercer suplente en su caso.

Ademas, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba nombrados,
para obtener la proteccion de mi (nuestra) propiedad industrial y contra
la competencia desleal, a cuyo efecto autorizo (amos) a los dichos
apoderados para que me (nos) representen ante cualesquiera entidades o
personas, ejerzan o no jurisdiccion, especialmente ante las del orden
administrativo, contencioso_administrativo y judicial, asi como los

tribunales de

in due compliance with the terms of paragraph 1st. of article 543 of the
Commercial Code, do hereby appoint EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23555 and DANIEL PENA, tpa. 65620, domiciled at Carrera 4® N° 72-35,
Bogotd, Colombia, the first as principal and the others as alternates, in the
order of their appointment, as our representatives for all industrial
property matters with faculty to receive notifications and to appoint
attorneys in and out of Court. The first alternate shall replace the principal
in case of his absence or of temporal or definitive impediment. The same
rule will apply when the second alternate representative is to replace the
first one, or when the third is to replace the first or second alternates in
their turn, or both of them, second. In such cases, the principal
representative, or the first or second alternates in their turn, or both of
them, shall state their intention not to act as representatives through a
declaration given before a Notary. Public in Colombia, or before a Notary
or another Public Official or a Colombian Consu_l abroad; and in case of
impediment, the appropriate certificate shall suffice. If any of the
appointees were to be definitely absent, the following alternate shall take
his place. When the absence or impediment of the principal
representative, or of the first or second alternate in their turn ceases, the
representation can be taken again in their sequence, by the principal, the
first or second alternate depending on case, and the mere fact or its

exercise will suffice. The exercise of the representation by the first,

second or third alternates in their turn shall end at such time.

In addition, we grant a Power of Attorney in favor of the above_named

attorneys_at_law o that they may obtain the protection of my (our)

industrial propeg

i
5
b1
\

(we) authoriz

authorities or {pe
administrative,

Arbitration Co




arbitramento, en todo lo concermicnte a los siguientes asuntos: a)
Obtencion de paientes de anvencion, modelos de utilidad, y disefos
industriales: el registro de marcas de fabrica, colectivas, defensivas,
de servicio. lemas comerciales, nombres comerciales, ensefa:
r. mbres de domimo, vanedades vegoicles y denominaciones dc
©: gen; Su renovacion. traspaso, cambiv de nombre o domicilio,
cancelacidn voluntaria; v cl registr.. de licencias de uso de esos
derechos; b) Las acciones de compelencia desleal, proteccién del
cansumidor, opoesiciones u observacioncs, cancelacion
administretiva y judicial, nulidad, medidas cautelares, concesion e
h cncias, la witela la proteccion de secretos industriales, y ¢n
general  los  juicios  civiles, penales, adnunistratives o
contenciosoladministrativos relacionados con. estos derechos;

’cioncs y Procesos que promovamos o se nos promucvan. Y para

~quc en todos los asuntos armba determinados, puedan sustituir csic
mandato, transigir, conciliar, admitir los hechos del proceso,
cesistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de agentes

‘ciosos.

Dado y firmado hoy/Given and signed this

matiers concemning the following: a) Obtainment of patents, utility
models and industrial designs; the registraton of trademarks,
collecuve, defensive and service marks, slogans, commercial names,
trade emblems, domain names, vegetal varieties and denominauons
of origin; its rencwal, assignment, change of name or domicile.
voluntary cancellation; and the registration of licenses of use of the
sbove nghts; b) Actions of unfair competition, protection 1o the
consumcr, oppositions or observations, administrative or Court
cancellation, nullity, infringement, granting of licenses, the action
for “writ mandamus, the protection of trade secrets, and in generul
the civil, penal, and administrative suits relating to those rights;
actions and suits instituted by me (us) or against me (us). And that
in all the above marters they may substitute this Power of Attorney,
compromise, conciliate, admit the facts of the case, desist, cancel,
receive, resign, and ratify acts done by representatives without a

power of attomey.

gﬂs*vq44c$&%9Vggcx
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port. Toswiico  Astledrt Dive dov

INTERNATIONAL FLOWER DEVELOPMENTS PROPRIETARY LIMITED
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CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD)

El infrascrito Notario Certifica: Que la firma que antecede de

es auténtica; que el signatario desempeifia actualmente el cargo
de

NOTARIAL CERTIFICATION (COMPANY)

The undeisig‘ﬁéd Notary certifies: That the preceding signature
of

Tootitic o Ronicarn
is authentic, that the signatory currently acts in the position of __

Dive o

de la compaiiia

of the company JNTERNATTONAL FLOWER DEVELOPMENTS

PROPRIETARY LIMITED ,

sociedad que actualmente existe y estd organizada de acuerdo a
las leyes de

a company currently existing and organized under the laws of
—Australia

que la direccién de dicha compaiiia es

>

that theaddressis_ 1 Park Drive, Bundoora,
Victoria 3083, Australia

y que el signatario tiene facultad para otorgar este documento.

Todos los hechos anteriores le constan por haber examinado los
documentos respectivos y de todo ello da fe.
Dado y firmado en

El

]

and that the signatory has the power to grant this document.

The Notary Public is aware and attests to the above facts upon _

examination of the con'espom\ing documents.
Given and signed in me

oot riaa ‘A/\"%S’\&\ v

on 31 Puust Kookl
)

My Commission is not
limited by time

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEOI-179 (MINUTA 12.1.12.5)

PETER ZOUPRA
Notary Public
Meibourne Victoria
Austraiia

(Signature-seal)
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TRADUCCION OFICIAL No. 13/10.06 preparada por Maria Elvira

Martelo, Traductora Oficial aprobada por el Ministerio de
Justicia mediante Resolucidén No. 2879 de 1995 y reconocida por el

Ministerio de Relaciones Exteriores.

A continuacidén se traducen los sellos y legalizaciones de un
Documento de Representacidn y Poder escrito en inglés y espafiol,
mediante el cual INTERNATIONAL FLOWER DEVELOPMENTS PROPRIETARY
LIMITED, sociedad domiciliada en 1 Park Drive, Bundoora,
Victoria 3083, Australia, otorga poder a EMILIO FERRERO, GONZALO
PERDOMO, LUZ CLEMENCIA DE PAEZ y GERMAN CAVELIER.

Dado y firmado el 31 de agosto de 2006

En Melbourne, Australia

Por Toshihiko Ashikari, Director

INTERNATIONAL FLOWER DEVELOPMENTS PROPRIETARY LIMITED

[Firma ilegible]

CERTIFICACION NOTARIAL en inglés y espafiol referente a la

capacidad legal de Toshihiko Ashikari paragotgrgar poder y a la

existencia legal de INTERNATIONAL FLOWER Djf¢i N W BREL 34
; Gocousm oueworocom b
PCONRREL::ORIGINAL QUE  HE: tsmoo

LIMITED. . C: REPUBLICA DE COLOM:

Dade y firmado en Melbourne, Australia

el 31 de agosto de 2006

[Firma ilegible], Notario Publico.
Sello: PETER ZOUPA, Notario Publico, Melbourne, Australia. Mi
comisidén no tiene limite en el tiempo.

(Sello de oblea de PETER ZOUPA, Notario Pablico)




APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)
1. Pais: Australia
Este documento piblico
2. Ha sido firﬁado por P. ZOUPA
3. Actuando en éﬁ capacidad de Notario Pidblico
4. Lleva el sello/timbre de Peter Zoupa
CERTIFICADO
5. En Melbourne 6. el 21 de septiembre de 2006
7. Por Ranu Vayana i
8. No. M 47520
9. Sello: DEPARTAMENTO DE RELACIONES Y COMERCIO EXTERIOR,

\

MELBOURNE 5

3
1

10. Firma: (Firma ilegible) SR
A .

_:;' ,,..!R:'f‘
Es traduccidén fiel y completa de la cual se deja copla en esta

oficina para su confrontacidn. e

>

-

-
I i
COLO 15218-841-001-2 \', " W\ r\co .
, vl&; e o: /B /Jlao s

MPC 15218 1D L0 MAF?IA ELVIRA MARTELO
' Traductora e injffiprgfe Oficial
OCT 19/06 » ' ‘ inglés - Esnol ~ Inglés
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26)
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(71

(72)
(79)

ERFHIE:

CI12N 15/09 (2006.01) AOLH 5/00 (2006.01)

AOIH 1/06 (2006.01)

ERHEES: PCT/IP2008/056746
ERRHER: 2008 ££3 F28 B (28.03.2008)
ERUENESE: , B&:E
B AR DS E: AXE
BEET—4:

¥5FE2007-089259 2007 ££3 A29 A (29.03.2007) P

$$[82007-202291 2007 ££8 A2 H (02.08.2007) IP

HEACRE2KBR{(2TOEEBICIOLT): 4
VE—FaFAIST—TFaRaTAY S
OF354F741)— Y IF4 F INTERNATIONAL
FLOWER DEVELOPMENTS PROPRIETARY LIM-
ITED) [AU/AUL; 3083 T 4 & R 7 /82 K—5,
18—% FS 4 7 1 Victoria (AU).

RALH; HLV

HBPE/HEA KBIZOWTOH): FLEHi—
(TOGAMLI, Junichi) [JP/JP]; T 6188503 XIKFF =5 £}
BEXRETFUE1 -1 -1 92 b —FRL 4 —
N Osaka (JP). o5 F/3THF ') 7 (MOURADOVA,
Ekaterina) [AU/AU]; 3082 i« & b1 74 2 JL/8—
9 IS5V RTIL b O— F 8 Victoria (AU).

(74) REAN: BKE, 5 (AOKI, Atsushi et al.); T 1058423

HE#ERE/F=TESE18E/M37%F
JLE S iR B HFR Tokyo (JP).

IEEE(RFOLGWEY ., 2TOEEOEREREN
THE): AE, AG, AL, AM, AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG,
BH, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, DE,
DK, DM, DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FL GB, GD, GE, GH,
GM, GT, HN, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, XG, KM,
KN, KP, KR, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA,
MD, ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI,
NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RS, RU, SC, SD, SE,
SG, SK, SL, SM, SV, SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA,
UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

(84) EEE (RTFOLTWVRY, £ TOEHEOLBEEH T

§£): ARIPO (BW, GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD,
SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), 1—35 L 7 (AM, AZ, BY,
KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), 3 — O v /% (AT, BE, BG,
CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU,
IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC, MT, NL, NO, PL, PT, RO, SE,
SI, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ,
GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

BEOFAEHE:

EREEGLE
BFHEAICEYIBICAR N -EBAREDEFES
4. ERI-ESSEREBEH, b AFALE

(54) Title: METHOD FOR PRODUCING TRANSGENIC SURFACE CHIMERIC PLANT

(59) ZRRADEH: REXASHEGREVOFEHE X

(57) Abstract: It is intended to produce a rose in which an introduced gene is present in part of cells, for example, cells in L1 layer
of petals or the like, and is not present in other cells, for example, germ cells such as pollen cells and ovule cells. Even when this
rose is crossed with other roses, the introduced gene is not spread to the other roses, therefore the possibility of spread of introduced
gene can be completely denied.

57) E#y: EABEFA—BOMAE. SIAEEROLIZOMBEICHFEL., thoMia. X LM CEERMEa
BREQERARICIHFEELAWVSZEHT S, CONRSEMONS EXH L TEEABEFMO/SITEEL
BLOT. BEABGFHBOTERERLICEET I ENTES,
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EFEATNETASHMBBES D VIRFASHUBHREET S 2 &
HBBM. COBE, 2MMEEELTFAT. BLIROEDD
MBEARNEATEB o THD, REAART AT (HEOME
BlosARBETHBAZN, TOMBBAKRE—Rb0) T
HAW., CHETKERBEBRFASBEEREY EEL L., Th
ERTFAEMENFETEN L AARMDTHR N, ZHETIEro
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MEFHEBXEYICBNTE, REACRVAESNEEARET
HASFLOBEAIC RV EDFRILETEELTEEINS, o h
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FLARTHBEEHNALTE S KHERGMAED HE 5,

. BETHEAAEMCELTE. £B%F (BE) ~OEE (
HARANOHAREGETOMMSE) HEEINTHS, BETFHHRX
EUD O EBEEREPHFERYAOBGTHBEH HME LT
d. (1) BHEEOFM. (2) BEAROMA. (3) FRME
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BETHIENAMNER o, COTER. L2HBEERESEL
THEREINIERACOLBHBCIEAREGTREELBAVI &
FEMFBHbDTHS, £oT. LRBOEIRUTAIHIVAKS
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SEKIAKY . 5 -KBEIEEERET. BHVE, ML oTRETT

INTOREYEROFERT DIV EEBBREEGCTHAFEL W,

EFEHTHWDI - —Tarid, BENVTCERARAY ¥ —R
547?7&2@17\7V“547"ﬁ§%§bm° :mgo)[ﬁlﬁ‘i%‘:mﬂz

X RARW., A=YV TETAL R, TLIOXE ST 4. A —

— ). ANTAFIFYRNBREVWTNORETD LW,
H—F—=2a2loO2VWT, —EOEBTT., 7r7anNr5FUTA
EHALT, FoFaVUHROANICERBEREGTO 0 E—
S—HHTFICHE2YNETHKOTIR L R . 5 -KEELE
%%E?cwkjw?a:watFD7§$/—wb§Eﬁ%®
REEET. N—X— Y3 HROT UM ToPUARBRER
FSURBMEF2HALE, BOoNEBEEHRIEABBETFOEAC
LOHEBHRERLEZELS, BARGTHEFOMB. &< i6
FERET DO TWVWAHEADOLIBOMBIIRBREET S ENRBRS
Nk, H—%—2a OBXDBBELDOITHMBELLEY / LADNAZ
B ETHPRICL D, BARGTALl BROBERET 5% X T

MTHBZEHE SN,

2 Jifs il
RK‘$%%é%@%KiD‘E®§¢%Kﬁ%T6°
EHpll. NIANOERTEAFIE
NTORBGERTHLTRITRESOAEVDRESNTH (
7= & ZiEFiroozababy et al. Bio/Technology 12:883-888 1994, U
S 5480789, WO 2005/017147). ZH S DHFEIHE> TN T ~M KM
GFEBATDHIENTES,
BB 77Ny TV Ih - VAT T A (Agrobacter

ium tumefaciens) Agl O # (Lazo et al. Bio/Technology 9: 963-
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967, 1991) OEEHI. BEHOESSFEBLENT DAL L ES
HEBL. REBECANSEKRERIR o 2%, BRAKBICHE
L. JHREBH CHEERELE. | |

ZO®B. ANRZLY > E400ng/] A ZMSH ALK THE L
SRR H F A2 50n8/1 EHNAZ Y >200n8/1% W%
R RERERABHELE, BREBETEFHEEZZT T,
EHCHBTIMAIOBMEEREZROBEL., NI <A Mln
VA %REKL I, | |

NFIAL L ER L ERERRANAE, HF <1 50ng
/I ANV ARZT Y > 200ng/12H MU B LAOEMTEEL.
AFIAL MM a—hEBk, BoNikd a— ik /NS
(AFRASTERMUTHAEL) TRESELE, BLERok
. BUEEASE TR, BRABEECRELTHRES L, To0%
CEEOREME (BLA) CTHE - MEEG- L.

ERH 2. NAFU—)N2 5 —pSPBI30D H &

T RS EEERT VN ER L OVENT AL T
Fy 7o 2RELIE,. DOZOREELTBIENTES (1
EXIZ. PCT/IP96/00348) . 7L MLLEF N T4 =D MY > b
VYZCDOEEZBELTUTORRERT -k,

Py (BR%&: 93 —9z—7 (HE) ) OFEHH 5 total
RNAZ /8. & 5122 5polyMRNAZ BE L 7. Z 0 polyAtRNAD
5 A IAPII (Stratagene#) # X7 & —&F 5cDNAT A TS5 U —&d
ire'ctional cDNAS A 75U —#E@* v b (Stratagenetk) %AW

TREENERT 5 HETHEBLL,

NLZ7OXET LR P OREFOSMDO T IO — Zﬁ‘ﬁéﬁ
TIONVEBITIDEMIN T WS (Suzuki et al. Molecular Breedi

ng 6, 239-246, 2000) T, FLoTHEFKBOTHRT > T
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SUTVNEEBBRELNRELTVWS, 7o 707 UNEE
BEERIXAsp-Phe-Gly-Trp-Gly-Lys. L WS 7 XV BEINNVNREIN
THY., ZHAREHBTEERINETIAR—ELTAWSZ &iT
VDTNV T U T UNEEBBRBEETERBTHZENTE
% (PCT/IP96/00348) . |

BEHEEICE. PLVZTNASA TS —FHOBIZERLEZ 1A
$icDNAlOngZ BB & L. 100ng DATCT I 1 < — (5 -GA(TC) TT(TC) G
GITGGGGIAA-3', 1A />, (IORWTNL—FZE2EHKRT ) (
BEFES : 1) . 1000gnA Y TdTS I < — (5 -TTTITTTITTTITIT
TTTCTCGAG-3') (EEFIES : 2) #7951 —& L. TagRU X5 —
¥ (FH5. BHE) 2AVTHEZOHRT 5564 TPREF -
o PCRIZ. 9514y, S5EELS. NEIHEIFAINETIREEL
YA NWfTok. H5NLKA00 bp D DNAWY /i % Gene Clean II (BI
0,101. Inc.) KV HEHOHBT HHETHEHNL,. pCR-TOPOIZ
BTy u—ny YUk,

FTOHEEBAEZRELEEIABIUCERIDT VN EAEBBRER
F (Fujiwara et al. Plant J. 16 421-431, 1998) l:*ﬂ-l‘ﬁ]fctﬁﬂﬂ
NROSN, BBEERNISY A TS5AR—E (T T51 BN F
SAFARME) ERWV. Y—F T2 H—310850WIITT (WTHD
TPTIARNAF AT LX) 2HVWTREL .

ZOINAB r ZDIGERBREF v b (BEED T a) 2HWTDIGKZ
FUOEHL. WEHEINEBTLIHETHRLZTODNASA T 5 —
ETST—OINATUIAE—varEREVDAZP Y-V P Lk,
BONERIDTFL TV FNEDESLEIO— 2 BIEBITL 2
BERL, 2IMh575XAIFZ2REINL, BEEFZRELZ. &
NSRT7ORI 77V NEEBBRICIVWHRAMEZRLEZ, T
hoorn—=>035pTATTE L/ 00— REENDCINAD £
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EEFIZRELE (BRFIBE: 3) .

pBE2113-GUS (Mitsuhara et al. Plant Vell Physiol. 37, 45-5
9 1996) %SaclTHIL L7k, FHAEMMAL, 8bpdXholU > 51 —
(TaKaRa) Z2H AL /=, 2D T 5 A3 ROBanHI & Xhol B AL I pTATT
#BanHI & Xhol THILL TE SN 2K 1. TkbODNAZ HA L. pSPBI20
%7, pSPBI20% SnaBl &BanHI ML L = F@ARMILL 51 ¥
—2a T B eI L UPSPBI B/, —F. R T—HROF
3',5 H#40 cDNA 28D 752 3 KpCGP1961 & BanHI TE LML L

S5 RXOITHAMILLESN KL SKhDOINAK A 2B L. <
N EBanHl & Xhol T L ZpUBSHE S A =2 a > LB ST S
2 3 K ZpUEBP40E L7z,

pUEBP40% SnaBl & BanHI TH/L L e B FWABILL 51 5~ a
9% &K DpUEBP40’ %487 . pUEBPA0ZHindIIITH 4% 1t

LESNZML TkbODNABT 2B L. HindIIITH 72 ¥4t L 72 DNA-

MhiEELE, BENAETIAIRDODIE, N1 FU-RJ F—
LT?%F%—&~M@6\*ﬁ?49>7117zb5>X7;
S—Y#EEF. NP —F3 5 H440, PL Z7 5ATERBFOIEII
TNENNEAS MICHEMESNIENASF Y- 5 —2pSPBI0E L &
(H3) . 7523 FIEMBICBWTR/SS U3 5 Hr40i
BT EMTEETHRERMNIIRERL., BRERTFEEFABRENIEET D
J:ﬁ?:I?Eéih'Cb)%o DT A3 R %&Agrobacterium tumefaci
ens AglOBRICE AL =,

EMHI 3. WKSBIND/NY P —FY 5 H#40METE VT T
ChYFo V- NRAEEBERBRET OHA

BEE %NS TWKS82) ~pSPBIS0ZEA L. 89K QM E&E Tk %
B, GRINEF o RFURAKETTTFNIA SV OERERDR
L. FAI4 SV VEERIREIY (EH%) Thok. 1t
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#BIXRUSH 5 —F v — F186d (GREYED—PURPLE GROUP) 5 80c (PU
RPLE-VIOLET GROUP) ~ZEfbL . RENABE GO HITHE
FTEIZRT,

' | #Z1
Plant No. |acyl| Del | Del | Cyva [ Pel | M [ @ K
® | & |(me/e]|me/e)| (me/g)| me/g)| (ng/g) | mg/g)
WKS82 control| 0.0 (0.0%0.000]0.074(0.000]0.000/(2. 400)0.196
1 10. 5 152. 3%[ 0. 055 [ 0. 0501 0. 000]0.430]0.883|0.083
2 15.9162. 5%(0.091]0.05410.000)0.570]0.549 0. 030
3 15.9 [36. 6%[0.04410.076]0.000/0.622]2.22110.102
4 6.8 [40.0%(0.023(0.034{0.000/0.247)0.986(0. 172
5 15.0 182. 9%( 0. 087 | 0.018 | 0.000|5.4510.403]0.042
-6 ‘ 89. 7%10.072(0.008{0.000]0.853|0.1630.062
1 9.5189.5%10.101({0.012{0.000]0.71910.144{0.019
8 14.7 111. 4%10.012{0.090{0.000| na na “na
9 11.6 {29. 3%10.024(0.059(0.000] na na na
10 8.7 [15.2%] 0. 010 0.053[0.000] na na na
11 7.9 159. 0% 0.046 (0. 032]0.000{0.580]0.619]0.022
12 8.5155.6%]0.060({0.04810.000)1.318}1.615]0.165
13 13.9142. 3%10.0260.035]0.000(0.603|1.0940.052
14 10. 1 110. 3%] 0. 008 [ 0.073{0.000| na na na
15 10. 6 |18.8%]0.018]0.0790.000( na na na
16 9.3 (11.7%]0.009(0.066(0.000| na na na
17 14.3 176. 2%[0. 1121 0.035(0.0003. 741 1.587 0. 377
18 12.7176.7%(0.101]0.031]0.000(1.608]0.656(0.075
19 9.8 {71.7%10.057(0.022(0.000( 1. 403]0.455(0.041
20 5.3 114.1%]0.01110.068{0.000/0.132]2.9990.720
21 3.5 118.5%{0.008{0.035]0.000}| na na na
21 7.7 123. 1%[ 0. 017]0.055]0.000 (0. 141{0.929|0.034
22 5.4 (19.0%[0.015[0.065(0.000]0.297 (4. 128 1. 350

Del : 51)1/7/{“/“;*‘/“‘/. Cva: 7202, Pel : RS VTP
SN IUERFL S AEFL. K ry T o=, Del (%
) tRTURYTIVIHOFN T4 ST OESE. Aoyl (%)
BT RY T hOT UM ENEBROES., na: HHAENH

13



3

WO 2008/120820 PCT/JP2008/056746
2
Plant No. acyl | Del | Del Cyva | Pel M Q K
’ %) | &) |(meg/g)|me/g) | (mg/g) | (mg/g) | me/g) | (me/g)
23 - 1.1142. 1%/ 0. 036 0. 050 0.000]0.6092.929(0.679
24 22.7191.0%)0.079(0.00810.000(0.964]0.218(0.018
25 6.1]61.3%0.048]0.0300.0000.490]0.468]0.029
26 8. 7191.3%[0.097{0.009]0.000]2 053{0.339(0.123
27 9.4159. 9% 0. 060 { 0. 040 | 0. 000 | 1. 537 [ 1.631]0. 422
28 5.5151.2%(0.040{0.0380.0000.688]0.723]0.038
29 5.1161.4%|0.056]0.0320.003]0.637}0.537]0.087
30 7.0153. 3% 0.03710.032(0.000]0.706(1. 032]0.051
31 5.7158. 1%[0.07110.051[0.000)1.5921.478]0.220
32 4.3 (64. 6%} 0.092 {0.050{0.000(0.849(0.753]0.035
33 6.4 |61. 7%{0.042]0.026|0.000]0.4770.4680.023
34 8.9 158. 8%} 0.048 | 0.034|0.0000. 646 [0.928 0. 063
35 6.2 {11. 6% 0.007(0.057|0.000/0.094]1.132]0.066
36 7.1|51. 2%} 0. 038 |0.036{0.000]0. 9111 135]0.079
37 5.8 150. 8% 0.029{0.028{0.000(0.868 (1. 1050.096
38 5.5147. 0%] 0. 027 | 0. 023 [ 0. 007 | 1. 366 | 1. 632 | 0. 105
39 4.9167. 0% 0.04410.02210.000)0.795]0.586]0. 051
40 0.0(61.1%]0.0530.033[0.000}1. 310{1.466]0.259
41 9.6 |71.0%]0.074]0.030(0.000]0.460]0.337(0.023
42 1.2 127. 6%/ 0. 009 0.024(0.000| na na na
43 5.2 [13.8%|0.013(0.078(0.000| na | na na
Del : TN T4 22>, Cyva: 7222, Pel: RIS NI

oM 2UEF QT NVEF K AT — )b, Del (%

) TR ToUIHOFN T4 UL OES. Acyl (%)

MY P 7207 NI NTZREORES, na: S AREM

ERHl 4.

BEEBEXCBILIEABGCTOHFLEDH H#ER

FWKS821 (BAF. BELWIIRUVEBH 3 THEH LU =M X AN
0. 5% TiNo. 24 (WKS82/130-4- 1% (WKS82/130-9-1; BLF. ## % &
EWd) oER. E. X, E&U\‘Z;E*ﬁck D DNeasy Plant Mini Kit
QIAGEN) ZHWTHEXREFEHRBOFERIK > T / LDNA 28I L
oo WML 724 ) LDNA %8 % & U TTaKaRa Ex Taq (TaKaRa) i
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XOPR BIKTHEAREGT (KPYU—F3" 5 HBET (BRHNES
4) . FLZ7HAT #ET (RABE3) . KBENPTILEET)
DHIEET o k. |
5, NERI PO —J)LELTNSDODT >R T7 oD 08K
B (ANS) AR F O ME T o e, POR O R & M2, B 2594
TTh M. HWTICTI0 B, 55CT30 B, T2CTI HDH o
ZVE EHRVEL., TO®K. MERENTICTI #TH5. B
SNEHMEENET HO—AFX VK TBEKRBERFL, TFITL
T A KRB & > THRIEN ORI ER 7.
B, NP T—F3 5 H EETF OMIEITIABP40-F2 L BP40—R3 #
R L= 75AT ®4ETF O RIEICETATI-50F & TATT-RI %. NPTIIM
BF O BB IZIINPTII-F &NPTII-R %. ANSH4E T O #4812 W RhANS
69-r1 ERHANSG9-ml 27 54X —&E L TR WE,
NP —F3 " HHBENTSA<— |
BP40-F2 : 5'-GAG CTA GGC CAC ATG CTT A-3' (EZFIZS : 5)
BP40-R3 : 5° -CTT TGC GCT CAT GAC TCG T-3' (RFIBE : 6

)
hL=75AT BETHENT 51 < —
TAT7-50F : 5" -AAC AAT ATG TGC AGT CCT CGA A-3' (EEFE=
7))
TAT7-R1 : 5'-AAC TCG CAT CGC CAA CTA C-3' (EHBE : 8

NPTIIBEFRAEAN TS I 1 < —
NPTII-F : 5" -GAT TGA ACA AGA TGG ATT GCA CGC-3' (ECHIHB S
2 9)
NPTII-R: 5'-CGA AGA ACT CCA GCA TGA GAT CCQ—37 (BL5 &5
2 10)
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ANS HEM TS5 A <2 —

Rh ANS 69-r1: 5 -TTT GAT CTT CCC ATT GAG C-3' (BEMBEH
1D | |

Rh ANS 69-ml : 5" -TCC GCG GTG GGA AGA TCC CC-3" (ENMFEEF
:12) | |

PR KL BMITOKE, ARMBAKDOLESR. £, £0¥ /A
HEABBTABRBINEN, B, BROY  AlcBuTRINDS
BEABMGETFRREI AL, B3RUVHICHKEER LK.
Eh. R, EVZOKER. B<H. BTV, HFTWIEL] B
ROLL B. M EMMMILL B, E0XoNMAER. Rl B
CHKTBIEHAENTNS, BEVCEROY ) AKBWTHEA
BEFARBINAN oL EXD, AR XKILEAEET LI
BROBDGEHETHFATHY THLIENREI N,

3  HBAKOEEBCBY2EABGBTOEEDH &

REBET BEABETHEEORR
NP—F3' 51 + + + - —
L Z75AT + + + — —
NPT I + + + — ~

EMipl5. BEBEOATXE BERN)

BB, BEBOREHEMICKRE, 8032 LeE, L~
BEACRBLEBEATHEROIOFHPREENTRELEBED
DV EBEHITHER LU 2 # X kNo. 24 (WKS82/130-9-1; BAF.
MBABEND) OERERABEIEL., TO®R., HOERIEEL
RWESCHERKMT 2RV, BFRROGEEAET L. B,
EHERBMOBHEENE. YUNFVEANET VS —FRNTI
BEEZAKEBL. PAMBLABOSENL AL ERVE
. RMBAEELT, /950 F4 - 70— RMBERENT S [
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A—=2IZYYPANR) , Z7OUNFZNUERKENTLHE (- K
Na—) BERAWE.

RREL, AULBBLABAT. ERERET. BESED D
NERECIDODWTHAEBROAEZEZA L., ISHICHBIAELD
RERELVBSNEBFEOWTH,. BREBIIHARETFOE
EREHERITHED. HFoNFEF LD Nucleon PHYTOPURE for PL
ANT DNA EXTRACTION KIT (Amersham Biosciences) Z A W TS / LDN
A ZHIM L. X 5ICREPLI-g Kit (QIAGEN) iz T h =g . PCR
B THEARGT (N> U—F35 HBET) 2RI L.

HRERAWRLE., BEER., BERVCEBIABTIEEALLE
ERIBOONALS oL, TSSRMBAK OB LIVBSNE

BPFEMTLEBE., ChoOBTAO MEARETRES RS

Nihok, COZEND, EMOSHENCDWTHHEEE MK
AHBETERIBVWDHOD, A KO EAERT
MEETNTUAVEORMAICLD, YARGTHERCEEINA
WZERERE N, |

4 EEHBEOALIXE
13 £ (WKS82) L # X #kNo. 24 (WKS82/130-9-1)

RER INER| BEH BER|BAEET [(BEAEGTFD
/ACEAER] %) /B &) | BHEFHR | REEG)
/FRMTHE T3
94— 19/20 95 20/20 100 0/94 0
ITYHXRZ
T—JV RNNZ—]| 16/20 80 14/20 70 0/94 0

LRl 6. EEBEOATRE (HH) .

BB, BXBOREEMICRE, M T2 L%, LA
MR ICHRB LA ATHERXOOFHTEHACRELEEES 5
WITEBEHI3THEM U S % X 4KNo. 24 (VKS82/130-9-1; BATF. #
MAKEND) OEBENZIRE, TO%. OLEMAAELR
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WESKEEBESMNTIERL, BFBROGEEZHAELE. B, 1
MEIEBEMOGEENE. SUALLEANET Yy —SHT1H

MERREL., FHRRLEZHAMSHR L EHHBERERZRA W,

SMRBAELT, FIVF4 - JO-SREERENT B (2
4—7IU§NZJ;7DUNVﬁ%m5%%N5%§fj~WF
NZ—1 Z2RAWVWE, )

XEH®I, AU EEBLEBAT. SEERET. BENBEDS
NERERODWIHTHROBEEHRA L, SSCHBIKED
SR LVBONEBTEENL, 4CT3, AMERABL 2%,
BELEZ. CHORBYIBARGTORENDABRERRT 24D
B NEEDIE LI Y DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) 2B W T
4 ) LDNAZHIH U, PCRECCTHABEET (NP —FV 5 IlET

) ot EfTok. BB, NEKI PO VEERTELTNI O

JUEINTZIVTFERE-3-U ETFTERDS F—F (GAPDH ERFOR
& o, |

¥, AFEZBELELESS,. BRIy ABRETREFNED
5NBH. 35 ARBLTHEO—HWUNRENBDSNAMN K
o TILT, BRELRD>EBERETO-—HZ2HMENL., BTZ2AW
THHOETZEIT >/, BRINLZ#EF XD, Nucleon PHYTOPURE
for PLANT DNA EXTRACTION KIT (Amersham Biosciences) ZH W T4

- J LDNAZHIHE U, & 5ITREPLI-g Kit (QIAGEN} It T Iz Hig#.
PCREEIZCTHEAREGT (XU —F3 5" HEGETF) ORMEF -~

o

MREROSKRUVROIIFRT. BEXRR, BERVCHBAKMTE

LACERRBODONAN k. S5, MBAKEOREI LD

BOENEREZPRECTHFLEY, TNS50RENSTHEEX
hEkOoBABGTFRRUINEIoZ, THR, WTFhOoREFR
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BUTHHMBAKBMROEARGTRRHE I NN ok, DT L&
D5, EMORMEN IOV THEEEARAKMTERIAEL b
OO, MAAGOEHMET CREARGTFATEN TV EANED
BHICED, BARGTHBACEEShAVWI ENRR SNk,
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%£6. BERBEOATRERLIVEONABF LB I 2BEAREGT

O/ E
M Z K No. 24 (WKS82/130-9-1)
) oA TR T8 A e T MR R
EURAETE) " e 7o ®)
A —STUTRA[ 1% 0/33 0.0
T RN 122 0/37 0.0

$1), 2 ERETHREBEBTROMER, B (BT 0d g
ZVWb®) . DN RTETH o= b0, PIREF TS ho—
NEETOHMERBD SN oL bDRARITOMRD 5B L
ldELE,

EWH T, BABEOATRE (FH)

B, BEBOMEEMICKRE, SM T eLA%, BLA
NEBICRRLEBATHREOFMDCBATREL AT ES 2
VUL B 3T A M L LM X fkNo. 24 (WKS82/130-9-1; BLF. &
BAKENS) OERERBS EL,

ZTOH, MOERBABLANES CBESNTEAL, BTFR
ROEEERELL, 2B, EREMENOBEERE. U85
VEANEFSr—4KT]l AMSEKEL. ZABBLEH, S
EIRLUHERIERZ A WE,

RM/AE LT, HAMIT/ AN (R nultiflora Thunb. ex

Murray) . FUN/A4/¥F (R, wichuraiana Crep.) . NI F 2 (

R. rugosa Thunb. ex Murray) % W/,

SEBI AU LERBLAKAT, SEERET, SENEDS
NERECOWTHTFRROAREZHBL L., S5BLNLET
FEML. 4CT3s ARKERME L 2%, BHELE., chokby
BEEDHZVHARABLOLHOERE, BARETOREOHE
EHEBTDHIRED., HFonRKREDE LI D DNeasy Plant Mini Kit (Q
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IAGEN) ZRHWTHY JALADNAZFIHE L. PCREICTHEWEZITo7=, 18
EBBVRARAAEORBOARC OV THEER S HICHY T
PEET (SNERT)AHEELL. UABETOREDHEIZD L
CHEEA K ROBABETF THE AL U —F 5 HEET &8
e U7, b, NERIY FO—LVBET & L TN S 0GAPDHE
EFERVE,
KSNEGETH—FREONS Okl BT (STHERET 56 = 2
H0) KHIDD RS> AR S HRBEAZINTELEHDT, R
KEDUEEEFORBAMMEN, EHICHWAEF 0T RN M
NHEREND7-0, EHFEHRIEESH, MEREHE LI LN
BEENTNS ), REMRKNEGTASECHET 5, —F. —
FYEOHAMEIEGETERETHT 5, foT. HAEM (—
ZFRE) TBWVWTH., KNEGTRHEEZHEXHMLEERAICDOAR
HENnBEEALNSD,

T, BT2ERLELLEE. @RIy ABETHRIFNRD

5NN, 3, AEBLTHZTO—MLARENED SNED oI
. EIT, RELRMOEBEEBETO-—BMEHEEANL., BTEAL
TR&KOEWZITol,. BEINLAZFET XU, Nucleon PHYTOPURE
for PLANT DNA EXTRACTION KIT (Amersham Biosciences) Z HWTH
J LDNAZ MM L. & 5ICREPLI-g Kit (QIAGEN) i TZh & HE .
PRECCHESBVRAKAKE OXBOAE. BARET OB
%@ﬁ?ﬁ%b:')b:'cﬁ@’fgéﬁof:;
MREETRUESIKET. BEXRBEE, ABAGVThETR
MBELLESETHLEDOTEN -, BoN L EEEPREICTH

FLEDY, BEHIVWRBHBRAGKEFABLEORKEEIZD SNLED

DO, HMB|AGHROFEABGFRIRBEEINRL >/, E5IT, &
FLAP>EBEBEFLZ2HERERL., BFORERXODWTEHRE2T-
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A, FOEEAENR TLWE (BFOoF HEREZVDHBOD) | T
BO. ERRENRRTELBERCSDFLTH o2, THEKR
SWT b FABEICPRER TR 2T o245, BES S0 IEME%EX K
EHAMEORERBD LN OO D, MBI AEKOHARET

BERH IR, COZEND., MBAKOEL Mt I-#EA

BEFHESENRTLUAVSOBRMICLY, EABRKTFABRRICEE
SN EBDTHDIEEZEZ LN,

KoT, FEBMAKEHFAR (JANT, FUNIANT, NT
FTR) BRELEELTH, HHBAKOERMBFTEABZBETS
BENTVWRVWEOHBANS, FABRETIARARCEEIND R
Hldhnwl.ENRrBI N, o

RBTUIUNIANTRZDODVTEH, WTFhofBFbIEXRZKZHE
TERMS I, |

-
C
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EEH 8. in situnNA TVFA VY- 3>
BABGTORERESISHLEARD DI, in situng
TUFAE—aeziFor. mBEORZIOEEZFEHAMI

RO E, RNVALATNVTEFEERICBLTEHEL . RITHE

KEFSED. BREBENSTY /— VB 5100%T5 7 — )b icId
CERL., S5RB%LEYV—LREBR BRM) L. TO®BNS T
4 ERLACRESE, gL, @#Y TNV EIIDOR-LT
BYL. A9 RTTAEBEEE, ATFARTITAEKAL,
FOF R — AKME, FEFIIsEQMME Lo k. BA.
SR E 8. DICS A L7 O—7 (BP40. TAT. NPTII. & BT
DT FEIARGEYATO—T) ENA T YT A ¥ =3 a i
WITHERL, BRI EEATA KT SAKDBRISEEER. N1 T
UL E—va ik, AT KT TAEHBL. DIGERHE LK,
R20BARREINIES5 K, EARGTRLIBOMBTOA R
BLTH0. L2B. LIBOMBTHERNESAR N, COI &h
5. BABBFELIBILOSHAELLIE. LBBLREELAVLC &
COAKLIEASAUSAEME (EHMRCEROME) K idE

ABBEFREELRVWIENREHE AL,

EWHY: MMA D —F— 5 > DIERE MBI

BABGTFNL BLosBEETZN—%—va esERLE.
M AN —F—variR,. 7ZaOnNsFUTAEAVIEETH
Ak, UFOESIEMLE, 75 A3 K pC6P2442 (Applica
tion No. US60/988, 293 WEH200TE 1A ISHICR®R) Bz 0T
NARBR I, FoFaVIiHEROANICEREBERZRERFO I OE—
S—HBTIHAIFVETHROT SR A K3 . 5 - kBILE
FBEFCINA, RF227O0PEROT IR —NA-BTEEED

REBGT. W —F—YaHROT I TV VARBRER
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F.E LI REGRBROR Y- —ELTHY TS T—EH A0
A WVABSTOE—F~HEATFTILHZ2INIADT LIS F—FE
REEFSURBCINARNEG TN TWVWS, 2T HEBEREELII-5051

RERINTWBSFETT /ONIFUTAKCEAL, I5IH

—X—Yar@BANTAF Y RXNCEALL. BoNAHABL
A—F—2alOREFIE., REROAIA—Fx—Ta ilREENLW
FANT4ZT IR ENE, cHEBEARGTEND R EBER
OEEMBTHELTVNSIEERLTVS. ZOSBIRHE (R
F19907) KOWTHMICHIT L. /0. RHE19907H 5 5 4 DN
ARMH L. LR OpCEPDOT-DNELEOBETE SO —T &L TH
WTHFINA T YT AT -2 a B L VBRI LEE DS, BA
BETFHARGECHEAIN TV EARRENE,

5ug/L Gleanz @ ORI EL 7 U —MSE BB 1T R 19907& %
268980 0 — NEMABD I ERLVMBEEY EHEB L=, 4—
AR REBOAELBRLAEEC S, RHSIBITTEML T
 RBEIINTEERL TR &,

CRIZRHEI090TE FRL68BBLBRMIN T4 F > v X 5B
FEOY K Z5u1g/l Glean #& L half-strength MS E ¥ nedium w
ith 0.5 mg/L IAA&Glean® & 72 Wwhalf-strength MS E ¥ medium
With 0.5 mg/L IAALICBWTHEMEE LA, 5ug/L Glean 28
DEMTHERLEZRKINITEABEIANT 4T+ X VOEF TN
THhOBELE., RHI8BOBONEENBRATRRNRS R
7z o |

FA19907TD 3E & 42 5 DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN#) % A
WTHREAHEINAZH B L. ZTODNAIOO ngZx &R IZ L. SuRBE MR F

EHETEEOOART I LT — (4 960 5" -ATT TCC GCC TCA

TTA GAA GG-3’ , # 1468 5’ -GCC TCA TGT TTC CAT TTG TGC-3’
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) ERWTPREA 7%, KAt Star Tagk V. 540K
BHRBT, SEOREE 15 Hforik. WBEORKKE | 5
SIEDR 0 B, TMEOREEL 4 B5R5IF1 5L ES Ho
PLEY, X5k NEOREE] #BCBolk. COREWET
HO— RS VEEKBTRIT L L5, EHROINAZENE L
EHEITE. SURBON RRBEEINZN., BHRKROINAZER &
Ui aizid. SIRBON Y RABEE Nih o,

S, L2, L3MIMA 5720, RIZL2. L3MA 525 & A
SENTWS, LEOBENS., RHI90TELIMMIC IIEARET
MA>TWBHLL LMK AEARBFRA->THAVZ &, T
THhE. ZHIWTIEZEAEGFNL BICOAGFETHAFASHEY
ThBCEHW AN,

EEF10

EREMICOVWT. ARPOHMOS A O AN E R L7,

(1) RF 227 ~0HRp

EFHFEMELTRFacTEANT, AKBEFELTT 5K/
S ROBRIEIBRETFEEALL.,

HUTST—EFA o4 LA (CalV) 35STOE—% — Ll
IONY—EBHZ2EBORLUFDELISTOE—F—EF (Pla

ntCell Physiol. 37, 49-59 (1996)) &, Fa o< ADF 5" 1

cDNAECZ! (HrEF HHBEEZESW0 2004/020637IC5C#K) » / /N AR BE
# (nos) OF—Ix—F—EHENAF U -7 F—pBinPlus (T -
rangenic Research, 4, 288-290 (1995)) l:%leiﬁépSPBMS
(PlantCell Physiol. 43, s227 (2002)) &£ D, FaUu<TAF3 5.
' H cDNAEMOSS — I % — & — DA% L 22 DNAKT - (92, 0kb) % Ban
HI b & EcoRID # 5 #Liz & o TEM L. pBluescriptIl (sk-) (
Stratagenett) ®BamHI/EcoRIY A MicEATBZ I &iZLD., T35
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A3 KpB-Bn& L. YU A RMISEEI (IRE) %6 #H DKL
FOGXREFOE— 4 —E3 &, GUISEEF. nos¥y —IFX—F—%p
BluescriptIl (kst) (Stratagene) ICE AL T 5 pBlueSXXREGUS
(Kodama (2003) Molecular mechanisms of chemical-inducible g
ene expression in higher plants for monitoring and remediati
on of environmental contaminants, Diss.) & U GUSi# {zF & nos
F—IFx—F—OEETFIEy b&XbalsKpnlTHh EH L., AP
FIZpB-BnA S Xbal EKpnl#HETHWID U ZZF a o< AF3” 5° H&n
0SF —IRX—F —DHEK LDNAW+ (2. 0kb) =HH A L. pB-X6B
nEHk. NAFYU—XZ & —pBinldkic. CaMV35ST/ O E—% — &
oSy —IFX—F—DNERBIREAIZY MIHITT VI 7 VT 7 &Y
AT ANZADS EHMRUREF 2z TN E EZARVED
ArntZ A FICH AL =X %5 —pSKAVAL (Kodama (2003)) @ Sall
¥4 b ic. pB-X6Bn&Xhol# ML T D H LA 6xIREY O E — & —
FlEFaw< AR 5" 0 cDNA, nosy— I 2—F —RIAORET
Aty b (2.0kb) EHATHI &iTLD. pSPBI4SIEMEL 7.
CPSPBI4S9Z T JONT FUTALAY AT 7T 2 AAgl0kk (BiOTec
hnology 9, 963-967 (1991)) WWHE AL, RF 27 (MHPL, Skr
4 xSw63 (Nature, 366, 276-279 &ERLU)) 2U—7 54 X %
AW27 70N 7T LAETREGRLE, 770N 57U T AL
ANDTIAIKOHA. REEROFERADOHE (Plant 1. 5
p81-92 (1994)) R &o7z. MEBPLIEIT7SK /1 F3' 5 -KE&
ILEEREET. 758 /4R -KEALBEFERETEREBLTWVWS
EOEBEERL LBV THHN, ARBROBMICRERT
ZRFaATHBEILCREINDIHBOTRAW., ML EHEK
BARFa2ZTPABESRFEWMBEL =,

() : PLZT7NOBRHEH 01
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EHBHELTRLoTERNT, ARBETELTRRY—5

—OREFTHBCPERETFERALL.
CaMV35S-sGFP (S65T) -NOS3®  (Curr. Biol. 6, 325-330 (1996)
) #BanHI &ECoRITMAL L. sCFPEETF &nosy — I % — 4 — it
T O H#H A& DNA (1. 0kb) Z pBluescriptll (sk-) ®BamHI/EcoRIY 1 HiZ
BATBZEILED., 75AI KpB-Gne ML 7z, pBlueSXXREGU

- S-last X VGUSEGETF Enosy —3I 2=y —DEEFHEY ZXbal

EKpnlTH EH L. FEH -1 MIiZpB-GnA 5 Xbal & KpnliE L TEI O H
UlzsGFP&nosy —3x—4%—DEGEFHEY b (1.0kb) ZH A,
pB-X6GnZ # . pSKAVAtD Sall¥ 1 bIiT. pB-X6GnZXholi#Hi L T
YOHMUZXREZOE—% — &sGFP, n0s¥ —IFx—¥%—0DOEET
1ty b (1. 2kb) 28 A, DSPB14582*§$L/7:0

DSPBI458E77D/\“9%U@AVX77~‘/I‘/7\A810EH:3§AL
U T TFARVERVBTIONS T ITLETHILVIY (BT
Y-z —TTNh—:SWB(F>M)—T5T7-XHKAH) )
J—T T4 A BEERET >, PVZT7OBEERELAAD
4 ik (Mol. Breeding 6, 239-246 (2000)) KXo 7%&. SWBD T
BETHHN, 2EROHANICBEAT S MLV 7 MBIESTBIZRE
ENHZBOTRAEW, MYLUAEBEEBR ML Z7 RHRTACEZ40R
m#&EL &,

(3) LT NOBRREE 02
EHREHELTRLVZTERANWT, ARBETFELTITIR/ A
FOBRICBR2ERETFEEAL &,

V02005-059 41K RENT VNS HIEREL, PLZTREY Y
—Dx—T7T7NV—2EEEMELT. LRERKOTZOaNsFU Y

LERMVBHEIRED, A-—OVARKHDIBETORRAI LY
he, PUORY P oL ARARETFORRERNMIKIONHT 2~
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DOHEy hEFETBHIAMT Y N (pSFLI0TE /= 14 pSFLI08) %
BALR, B5NNLo7 TR, BREENSKAIELL K.

(4) N3, N—=RF, Z—L RNV FT7TANDKLH

EHAREHELTIYNIT, N=RFEREFZ -V IARXNFTEAN
T. A REETELTETSRTEGTFEZHEAL 2,

UBAIBREZGETTCTRERET S04 XFXFOPHRIESF (Gene
s & Development 15:2122-2133(2001)) % TOPO-TACloningKit (-1
SE POV UHRRAH) EAL. MHEBCH VR INF Y —IC
Y7rn—=>FL#%E. 754 <—PHRE (5" -ATGGAGGCTCGTCCAGTT
CAT-3" ) &PHRr (5" -TCAATTATCGATTTTGGGACGC-3" ) % A\ 7=PCR
RETHEBLEEMEY 7/ 0—=>4 L. pSPBI892& L ., 35S
TOE—S—DIINVY—BIELTIEV IS -—ETOE—SF
—Eﬁﬁbk(mwTfm%—&—&V/Eyvy&%ﬁ(mwzy
—IX—F—EFTBENAFY—XZ % —pSPB2311%Snal THIM L
. DSPB2311A% % 7. pSPB1892%EcoRITYIWT L &L L /= It i % pS
PB2311AIC # A L pSPB2314% B )=,

FlEMNT, RAOKE (Plant 1. 5, 81, 1994) KEITW TS

PRISYSER WTT /ONS 5 U U n (Bkk: Agl0) 2BEERL,
ZOpSPBISYSEH T A EERAT JUNIFUTLERNT, ¥
NI, N=RF, Z— VIRV FTOREGEBREREBEL /. /N1
CR—RF, S LYRAETORBRERETNENAMOFE (
Science 227, 1229, 1985 ; Plant Cell Rep. 21, 459, 2003 ; Plant
Biotech. 23, 19, 2006) KETZfFor. @5 NEMEDORE
FHALOWTHE. EHEWAEOEELDINAEME L. PHRIEET 2
FUFL—REURPRREODERLE. FNITIEE., N—R
FTIGEEK. —— LRV FT7T1HEEOPHRIGE & B EY & K8
L7,
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(5) A >NRFzPA, RAZT O R

EHEMELTAONF IO AELRATSTEAVT, Skik
GFELTESERTHRETFEEALL, '

4 >)8F x> A (Impatiens walleriana) OBHEERIZHE AN
US Patent 6, 120, 51LICRV. REZ U v S —Ly K (3hFDF
2) EFCREYY (FFAHE) EAVTBIRoR, EbDOH
MOEGOMUAEEE, i, £, EH & EREES (Ing/L TD
I RMNSHEH) T5 ARIAIES %%, AESEERERL (0. 0508/l NAA

6ng/L Zeatin, 0.3%% 5> AL HMMS &) 124 8 BB E
L. 0%, pSPBI3M4EBALEZY ZONZ F U A (HkkAgl0
) BRI . BIREH E (0.050g/L NAA, 6mg/L Zeatin, 100mg/
L Kanamycin, 500mg/L Carbenicillin, 100mg/L Cefotaiime, 0.3
%5 5 A ARMISEN) T4 - SHMEEL 2 —FEBE (X
9) . EREERLBELTLEN 2 — FEBOhAM >, ¥
EBLUHTRIDOAMEIDEL D a— bRBSNEN, £
BhbEREEN2EEL 0N, EMASO 2 — MEHB TR
BIZABAD, MO RN, BOEHS L, o

NIT=7 (Begonia Semperflorens) OBEAGERIIZET > NY
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SEQUENCE LISTING

PeTiP 2808,/

<110>International Flower,Developments:PronrietarV Limited
<{120>Method for producing periclinal chimera transgenic rose

<130>V568-PCT

<160>12

<2101

Q11T

<212>DNA

213 Artificial Sequence
<220

Q21>

2

<223>ATC primer

<400>1

gayttyggit ggegiaa
<2102

Q211523

<212>DNA

<213>Artificial Sequence
<2205

QLD

<222

<223>01igo dT primer
<400>2

fttttettet tttttttcte gag
21003

<211>1808

<212>DNA

<{213>Torenia

<220

Q21

222>

223>

<4003

17

23

cttcaaagcc aaaaagaaac aattaatca atg gct gtt gaa gcc ccc aaa aca 83

Met Ala Val Glu Ala Pro Lys Thr
1/9

i -

o

e

<o

£

§

[ 4

4

\
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N’
\

ata
Ile

aca

Thr

25
ttt
Phe

- tca

Ser

aaa
Lys

aac
Asn

cgt
Arg
105

tce

Ser

act
Thr

gat
Asp

ata
Ile

gte
Val

tgt
Cys

10
gad
Glu

cat
His

cat
His

acf
Thr

ccg
Pro

90
tat
Tyr

ggt
Gly

gga
Gly

et

Phe

gca
Ala
170
ate
Ile

gca
Ala

caa
Gln

cca
Pro

ttt
Phe

ctc
Leu

15
acc
Thr

aaa
Lys

cat
His

aat
Asn

cga
Arg
155
gtt
Val

aac
Asn

gtc
Val

act
Thr

atg
Met

cte
Leu

60
aga
Arg

cat
His

cct
Pro

gaa
Glu

ttc
Phe
140
gac
Asp

caa
Gln

agt
Ser

cte
Leu

ctt
Leu

caa
Gln

45
gaa
Glu

cac
His

gac

gaa
Glu

tca

Ser

30
tgc
Cys

gee

Ala

tat
Tyr

atg

aac
Asn

15
cte
Leu

ctt
Leu

aca
Thr

ctt
Leu

gat

Asp Met Asp

g8C

gac
Asp
125
cag
Gln

ccg
Pro

atc
[le

cac
His

95

gac—icg
Gly Asp Ser

110
aat
Asn

aga
Arg

gaa

Glu

aca
Thr

gta
Val

acg
Thr

gat
Asp

acc
Thr

cte
Leu
175
gtt

tct
Ser

aca
Thr

glg
Val

gtt
Val

cca
Pro

80
gat
Asp

gtt
Val

act
Thr

tge
Cys

gaa
Glu
160
ttt
Phe

g8C

|
ctt
Leu

ttc

Phe

ttg
Leu

ccg
Pro

65
tta
Leu

gat
Asp

tct
Ser

act
Thr

gat
Asp
145
tce
Ser

cca
Pro

gat

att
Ile

ttt
Phe

tac
Tyr

50
agc
Ser

tca
Ser

gaa
Glu

cta
Leu

gaa.

Glu
130
caa
Gln

aat
Asn

ggt
Gly

ECg

aca

Thr

gac
Asp

35
aac
Asn

tic
Phe

gga
Gly

tcg
Ser

acc
Thr
115
gaa
Glu

ttc

Phe

tge
Cys

gct
Ala

agt

Val Gly Asp Ala Ser

2/9

cca
Pro

20
atc
Ile

ttc
Phe

aaa
Lys

aac
Asn

aac
Asn
100
gtt
Val

tac

Tyr

tat
Tyr

aca
Thr

ggg
Gly
180
tcc
Ser

caa
Gln

aaa
Lys

cca
Pro

tca
Ser

tta
Leu

agt
Ser

teg
Trp

tgt
Cys

tca
Ser

70
tac
Tyr

85 -

atg
Met

gca
Ala

ttc
Phe

gat
Asp

gta
Val
165
ata
Ile

ata

cee
Pro
gag
Glu

aat
Asn

cte
Leu
150
atc
Ile

tgt
Cys

gtg

acce

Thr

gtt
Val

tct
Ser

55
ctc
Leu

tat
Tyr

gag
Glu

tac
Tyr

tac
Tyr
135
tta
Leu

cca
Pro

ctg
Leu

gga

gat
Asp

cat
His

40
aag
Lys

tce
Ser

cca
Pro

atc
[le

101

149

ttc

Phe
120
cte
Leu

cce
Pro

ctt
Leu

geg
Gly

ttc

[le Val Gly Phe

197

245

293

341

389

4317

485

033

581

629



185
atc
[le

cta
Leu

gat
Asp

aaa
Lys

gce
Ala
265
atc
Ile

gCd

Ala

gaa
Glu

gtt
Val

gga
Gly

345

dad

" Lys

att

~Ile

aaa
Lys

get
Ala

cca
Pro

tat
Tyr
250
aca
Thr

cga
Arg

aca
Thr

gaa
Glu

gat
Asp
330
aac
Asn

gga
Gly

ace
Thr

gct
Ala

aac
Asn

aaa
Lys
235
caa
Gin

tac
Tyr

tce
Ser

gce
Ala

caa
Gln
315
ttg
Leu

tgc
Cys

gag
Glu

ggt
Gly

teg
Trp

aac
Asn
220

ggg
Gly

cce
Pro

ace
Thr

aag
Lys

tat
Tyr
300
gta

‘Val

aga
Arg

gtt
Val

tta
Leu

atc
[1le

agt
Ser
205
aat
Asn

atc
Ile

caa
GIn

ttg
Leu

aaa
Lys
285
gct
Ala

gtc
Val

cca
Pro

ctt
Leu

ggg

Gly.

365
gtt

190
aaa
Lys

ttg
Leu

aaa
Lys

cce
Pro

aga
Arg
270
cca
Pro

teg
Trp

caa
Gln

aga
Arg

cca
Pro
350
ctt
Leu

agC

gtt
Val

att
Ile

tet
Ser

gca
Ala
255
aag
Lys

gec
Gly

aca
Thr

gac

Asp

ata
I[le
335
tct
Ser

ttt
Phe

adg

geca
Ala

cca
Pro

ttg
Leu
240

ada

Lys

aac
Asn

aca
Thr

tge
Cys

agt
Ser
320
gat
Asp

ttt
Phe

aat
Asn

daa

Val Ser Lys Lys

atg
Met

tct
Ser
225
cte
Leu

cat
His

gat

Asp-

acce
Thr

ctt
Leu
305
gac
Asp

cct
Pro

gcg
Ala

gca
Ala

tat
Tyr

tat
Tyr
210
tat
Tyr

tgg
Trp

cte
Leu

atce
Ile

tge
Cys

195

gaa
Glu

gac
Asp

aac
Asn

cca
Pro

gag
Glu
275
tta
Leu

290 -

gca
Ala

gac
Asp

cca
Pro

aaa
Lys

gtg
Val
370

gac

aaa
Lys

gag
Glu

tta
Leu

acg
Thr
355
gaa
Glu

ttg

gac
Asp

aga
Arg

aag
Lys

aca
Thr
260
agg
Arg

tca
Ser

tet
Ser

cac
His

cca
Pro
340
acg
Thr

gtg
Val

tte

Asp Leu Phe

3/9

gat
Asp

tca
Ser

atg
Met
245
aac
Asn

ctg
Leu

tet
Ser

gca
Ala

ttg
Leu
325
cet
Pro

cat
His

atf
[le

dada

gaa

Glu

gtc
Val
230
aag
Lys

aag
Lys

aaa
Lys

tte
Phe

gca
Ala
310
cte
Leu

tet
Ser

ggg
Gly

agt
Ser

gac

ROTAR 203

gag
Glu
215
gtg

-Val

aac
Asn

gtc
Val

acc
Thr

aca
Thr
295
gaa
Glu

atg

Met

tac
Tyr

ctt
Leu

gat
Asp
375
tta

200
att
Ilc
aaa
Lys

gtg
Val

cga
Arg

cga
Arg
280
ate
Ile

get
Ala

cce -
Pro

ttt
Phe .

ttg
Leu
360
gtc
Val

gac

Lys Asp Leu Asp

D

8/056746

677
725
773
821
869
917
965
1013
1061
1109
1157

1205
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FOTAP2068/0567 48

kol

380 ‘ 385 ‘ 390
aga caa ggt gag att ttt cgt gee ttg ttc gga aaa cga gig tig geg

Arg Gln Gly Glu Ile Phe Arg Ala Leu Phe Gly Lys Arg Val Leu Ala

395 400 4095
atc atg ggt tcg cct aag ttc gat ctc tac gaa gtt gat tic ggg tgg
Ile Met Gly Ser Pro Lys Phe Asp Leu Tyr Glu Val Asp Phe Gly Trp
410 415 . 420
ggt aag ccg aag aag att gda cct gtg tcc att gat aga gag ags. acg
Gly Lys Pro Lys Lys Ile Glu Pro Val Ser Ile Asp Arg Glu Arg Thr
425 430 435 440
act atg tgg att agc aag tct ggc gag it gag ggt gga tig gag att
Thr Met Trp Ile Ser Lys Ser Gly Glu Phe Glu Gly Gly Leu Glu Ile
445 450 455
ggt ttt tct ttc aat aag aag aaa atg gat gct ttt gge gag tgt titt
Gly Phe Ser Phe Asn Lys Lys Lys Met Asp Ala Phe Gly Glu Cys Phe
' 460 465 470
aac agc ggt ttg aag gat att taatttaaaa aattgtttag ctttgatgca

“Asn Ser Gly Leu Lys Asp Ile

475

tgegttttat atatgttgtg aaataatgtg gtgtgcaata actagagtaa ctttaggtta
ataaattcgg tttttctgtt aaatctgsat gattcgtgca agcaaactgt cgatgesttg
gatggatgtc gegiggtete gagattgttg aagaaggaaa tggatgcttt ttttatggty
gtitgaagga tttgaatgty tagattattg gtttattgag gttgtttata tttgtgtatg
ttgtttatge atgaaaaata tttagatccc aacattttat gtatgacgtg gtttaatatt
tcgatttcga tc
<210>4
<211>1781
<212>DNA
<213>Pangy -
<220> ‘
Q221>
222>
223>
<400>4
gacaac atg gca att cta gtc acc gac ttc gtt gtc gcg get ata att

Met Ala Ile Leu Val Thr Asp Phe Val Val Ala Ala Ile Ile

479

1263

1301

1349

1397

1445

1496

1556
1616
1676
1736
1796
1808

48
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tte
Phe

15
cga
Arg

cct
Pro

aag
Lys

gtc
Val

cte
Leu

95
tac
Tyr

act
Thr

gat

Asp

gce
Ala

atg

Met

175
cgg

ttg
Leu

cCg
Pro

cte
Leu

tat
Tyr

gcg
Ala

80
aac
Asn

ggc
Gly

tta
Leu

gat
Asp

atg
Met

160

cte
Leu

cgc

atc
[le

cte
Leu

cta
Leu

gst
Gly

65
tce
Ser

ttc
Phe

gcg
Ala

aga
Arg

tgg
Trp
145
tgc
Cys

acg
Thr

gtg

act
Thr

cce
Pro

ggc
Gly
50
ccg
Pro

acc
Thr

fce
Ser

cag
Gln

aaa
Lys
130
geca
Ala

gag
Glu

tac
Tyr

ttc

Arg Arg Val Phe

5

cgg tte tta
Arg Phe Leu

cCg
Pro
35

gcc
Ala

atc
[le

cec
Pro

dadac

"Asn

gac
Asp
115
ttg
Leu

aat
Asn

gcg
Ala

gcce
Ala

20

ggtibct

Gly

atg
Met

atg
Met

gag
Glu

C8C
Arg
100
tta
Leu

agc
Ser

gte
Val

age
Ser

atg
Met

Pro

cet
Pro

cac
His

tcg
Ser

85
cca
Pro

gtc
Val

aac
Asn

agg
Arg

cgg
Arg
165
gcg
Ala

180 ™
gtg acc aaa
Val Thr Lys

gtt
Val

cte
Leu

cac
His

cta
Leu

70
get
Ala

cce
Pro

ttc
Phe

ctc
Leu

gtc
Val

150

tgc
Cys

aac
Asn

ggg
Gly

cgt tct ctt_

Arg Ser

ggt tgg
Gly Trp

40
gtc gca
Val Ala

55

aaa ateg
Lys Met

cga gcc
Arg Ala

aac gcg
Asn Ala

gee aag
Ala Lys
120
cac atg
His Met
135
acc gag
Thr Glu

888 gag
Gly Glu

atg atc
Met Ile

aCC gag

Leu

29
cce
Pro

cta
Leu

ggc
Gly

ttc
Phe

ggc
Gly
105
tac
Tyr

cta
Leu

cta
Leu

CCC

Pro

ggt
Gly
185
tet

10

ttc aag aaa
Phe Lys Lys

ttg
Leu

gCcC
Ala

acg
Thr

cte
Leu

90
gca
Ala

ggt
Gly

ggc
Gly

ggc
Gly

gtg
Val
170
caa
Gln

dac

gtg
Val

aaa
Lys

tec
Cys

75
aaa
Lys

tce
Ser

cC8
Pro

ggg
Gly

cac
His
155
glg
Val

gtg
Val

g48

ggc
Gly

cte
Leu

60
gac
Asp

acg
Thr

cac
His

agsg
Arg

aag
Lys
140
atg
Met

ctg
Leu

ata
I[le

ttc

cca
Pro

gce
Ala

45
gct
Ala

atg
Met

cta
Leu

cta
Leu

tgg
Trp
125
gCcg
Ala

ctt

Leu

gCC
Ala

ctc
Leu

aaa

ace
Thr

30
ctc
Leu

aag
Lys

gtg
Val

gac
Asp

gCg
Ala
110
aag
Lys

ttg
Leu

aaa
Lys

gag
Glu

age
Ser
190

gac

Thr Glu Ser Asn Glu Phe Lys Asp
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144

192

240

288

336

384

432

480

598

076

624
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195 : 200 205
atg gtg gtc gag ttg atg acg tcc gec ggg tac ttc aac atc ggt gac 672
Met Val Val Glu Leu Met Thr Ser Ala Gly Tyr Phe Asn Ile Gly Asp
210 215 220
ttc ata ccc tcg atc get tgg atg gat ttg caa ggg atc gag cga ggg 720
Phe Ile Pro Ser Ile Ala Trp Met Asp Leu Gln Gly Ile Glu Arg Gly
225 230 : 235
atg aag aag ctg cac acg aag ttt gat gtg tta ttg acg aag atg gtg 168
Met Lys Lys Leu His Thr_.Lvs Phe Asp Val Leu Leu Thr Lys Met Val
240 245 250
aag gag cat aga gcg acg agt cat gag cgc aaa ggg aag gca gat ttc 816
Lys Glu His Arg Ala Thr Ser His Glu Arg Lys Gly Lys Ala Asp Phe
255 260 265 - 270
ctc gac gtt ctc ttg gaa gaa tgc gac aat aca aat g8g gag aag ctt . 864
Leu Asp Val Leu Leu Glu Glu Cys Asp Asn Thr Asn Gly Glu Lys Leu
- 275 280 285
agt att acc aat atc aaa gct gtc ctt ttg aat cta ttc acg gcg ggc 912
Ser Ile Thr Asn Ile Lys Ala Val Leu Leu Asn Leu Phe Thr Ala Gly
290 295 - - 300
acg gac aca tct tcg agc ata atc gaa tgg geg tta acg gag atg atc 960
Thr Asp Thr Ser Ser Ser Ile Ile Glu Trp Ala Leu Thr Glu Met Ile
305 310 315
aag aat ccg acg atc tta aaa aag gcg caa gag gag atg gat cga gtc 1008
Lys Asn Pro Thr Ile Leu Lys Lys Ala Gln Glu Glu Met Asp Arg Val
320 325 330
atc ggt cgt gat cgg agg ctg ctc gaa tcg gac ata tcg age ctc ccg 1036
Ile Gly Arg Asp Arg Arg Leu Leu Glu Ser Asp Ile Ser Ser Leu Pro
335 340 345 350
tac cta caa gcc att gct aaa gaa acg tat cgc aaa cac ccg tcg acg 1104
Tyr Leu GIn Ala Ile Ala Lys Glu Thr Tyr Arg Lys His Pro Ser Thr
355 _ 360 . 365
cct ctc aac ttg ccg agg att geg atc caa gca (gt gaa gtt gat gec 1152
Pro Leu Asn Leu Pro Arg Ile Ala Ile Gin Ala Cys‘Glu Val Asp Gly
- 370 375 ' 380
tac tac atc cct aag gac gcg agg ctt agc gtg aac att tgg gcg atc 1200

Tyr Tyr Ile Pro Lys Asp Ala Arg Leu Ser Val Asn Ile Trp Ala Ile
6/9
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get

cgg

Gly Arg

aga
Arg
415
ttt
Phe

agg

400
ttc
Phe

gag
Glu

atg

Arg Met

tct
Ser

gaa
Glu

gtc

‘Val

495

ttt
Phe

agt
Ser
480

agc

385
gac
Asp

ttg
Leu

ctg
Leu

gga
Gly

gat
Asp
465
ttt
Phe

cCa

ccg aat
Pro Asn

tct gaa
Ser Glu

att ccg

Ile Pro

435
atg gtc
Met Val
450
tgg aaa
Trp Lys

ggg ctt
Gly Leu

cgg ttg

gtt teg
Val Trp
405
gag aat
Glu Asn
420
ttt gea
Phe Gly

ctt gta
Leu Val

tta Ttca
Leu Pro

gca. ttg
Ala Leu
485

gee fca

000

390
gag aat ccg
Glu Asn Pro

ggg aag atc
Gly Lys Ile

gcc 88g agg

Ala Gly Arg
440

agt tat att

Ser Tyr Ile

455

aat ggt gtc

Asn Gly Val

470

caa aag gcc

aac gcg tac

ttg
Leu

aat
Asn
425
aga
Arg

ttg
Leu

gct
Ala

gtg

gca acc
Ser Pro Arg Leu Ala Ser Asn Ala Tyr Ala Thr

005

395

gag ttc ttg ccg
Glu Phe Leu Pro

410
cce

ggt ggg aat

Pro Gly Gly Asn

att
Ile

g8C

tgt gcg ggg

Cys Ala Gly
445
act ttg gtc

Gly Thr Leu Val

460

gag ctt aat atg
Glu Leu Asn Met

475

ccg ctec tecg gee
Gln Lys Ala Val Pro Leu Ser Ala

490

tgagctaatg

gaa
Glu

gat
Asp
430
aca
Thr

cat
His

gat
Asp

ttg
Leu

ggcteggect agtttigtge gecttaattt agagactitt gtgtittaag gigtatactt
tattaattgeg gtgcttaaat gtgtgtttta atttgtattt atggttaatt atgactttat
tgtataatta tttatttttc ccttctgggt attttatcca tttaatttit cttcagaatt
atgatcatag ttatcagaat aaaatfgaaa ataatgaatc ggaaaaaaaa aaaaaaaaaa
aaaaaaa
<210>5

Q119

<212>DNA

<2205
Q221
222>
<223>BP40-F2 primer
<400>5

Q213 Artificial Sequence
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1296

1344

1392

1440

1488

1034

1094
1654
1714

171714

1781



gagctaggee acatgetta
<210>6

Q11>19

<212>DNA

Q213 Artificial Sequence
<220>

Q221D

222>

<223>BP40-R3 primer
<400>6

ctttgegete atgactegt
<210>7

211>22

<212>DNA

Q213Artificial Sequence
<220>

AV

222>

<223>TAT7-50F primer
<400>7

aacaatatgt gcagtcctcg aa

- <210>8

<2119

<212>DNA _
<213Artificial Sequence

<2207

Q21

<222

<223>ATC primer
<400>8

aactcgcatc gccaactac
<210>9

<211>24

<212>DNA

<213 >Artificial Sequence
<220>
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Q2D

Q222

<223>ATC primer

<400>9 |

gattgaacaa gatggattge acgc
210510

211>24

<212>DNA.

<213>Artificial Sequence
<220>

Q221>

222>

{223>ATC primer

<400>10

cgaagaactc cagcatgaga tcce
210711

<211>19

<212>DNA

{213>Artificial Sequence

<220>
221>

<2225

<223>Rh ANS 69-rl primer=
<400>11
tttgatcttc ccattgasc

- L210012

<211>20

<212>DNA

<213>Artificial Sequence
220>

21>

222>

223>ATC primer

<400>12

tccgeggtge gaagatcecce

9/9
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DESCRIPCION

METODO PARA PRODUCIR UNA PLANTA QUIMERICA CON UNA CAPA

SUPERFICIAL TRANSGENICA

CAMPO TECNICO

La presente invencién proporciona un método para producir
una planta transgénica quimérica la cual tiene un (gen

introducido en una parte de sus células.

ANTERTIORIDADES

Los individuos compuestos de una pluralidad de grupos de
células genéticamente diferentes se denominan gquimeras. Las
guimeras vegetales se clasifican en quimeras periclinales,
guimeras parciales y dquimeras sectoriales de acuerdo con su
estructura y se pueden obtener, por ejemplo, por medio de
injertos asi como por mutaciones somdticas accidentales o
inducidas por radiacién o por duplicacidén cromosémica inducida

por tratamiento quimico.

Las gquimeras sectoriales son quimeras no estructurales
derivadas de la estructura de capas de las plantas y se
producen debido a la proliferacién de células mutantes
presentes de manera no estructural en los puntos de
crecimiento. Principalmente, las quimeras sectoriales se
refieren a quimeras en las cuales una sola capa de tejido es
propiamente quimérica y frecuentemente aparece en forma de
lineas o franjas de diferentes colores en flores, hojas, tallos
y otros 6rganos. Aunque las quimeras sectoriales usualmente
desaparecen debido a su inestabilidad, ocasionalmente las

quimeras periclinales contintian desarrollandose.
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Las quimeras periclinales se refieren a quimeras
estructurales derivadas del de la estructura de capas de tejido
de las plantas en las cuales se desarrollan quimeras
sectoriales \% una sola capa celular es reemplazada
completamente con células mutantes. En el caso de quimeras
periclinales, una sola capa de tejido es propiamente homogénea
y no gquimérica. Las quimeras periclinales son estables y la
frecuencia con la que desaparecen se dice que es baja. El
tejido celular vegetal estd compuesto basicamente por tres
capas celulares que tienen una estructura de capa de tejido
compuesta por una primera capa (Ll), una segunda capa (L2) vy
una tercera capa (L3) las cuales van hacia adentro desde el

exterior.

Las capas L1 y L2 surgen de las dos capas de tunica de los
puntos de crecimiento, mientras de la capa L3 surge del cuerpo.
En casi todas las especies de plantas, la epidermis se forma
enteramente a partir de la capa L1, mientras que la capa L2
estd relacionada con el sistema de células germinales. Aungque
hay numerosas gquimeras periclinales con distintas propiedades
para cada una de estas capas celulares, las cuales tienen
importancia en la horticultura y un gran valor industrial, es
muy baja la probabilidad de obtener una quimera periclinal ya
sea de forma accidental o por un medico en el cual las
mutaciones son inducidas artificialmente en forma de exposiciédn

a la radiacidén o tratamiento quimico.

Cuando se introduce un gen extrafio en un cuerpo de planta
no es facil producir de manera artificial una planta quimérica

que tenga un gen introducido Unicamente en una parte de las
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células. Anteriormente, ya existia un ejemplo de la produccidn
de una planta quimérica que tiene un gen introducido uUnicamente
en una parte de las células germinales o de la capa celular L2
por medio de la introduccién de un gen en un embridén inmaduro
de maiz por un método que usa una pistola de particulas
(Publicacién Internacional Japonesa no Examinada No. HI10-
503374). Sin embargo, si se introduce un gen mediado por la
Agrobacterium, es aun més dificil ©producir una planta
quimérica. En los métodos de introduccién de gen mediada por
Agrobacterium, células uUnicas en las cuales el gen ha sido
introducido son seleccionadas usando como indicador un rasgo
tal como resistencia a medicamentos segin se determina a través
de la expresién de un gen marcador y se obtiene una sola planta
transgénica a partir de la célula unica en la cual se introdujo

el gen.

Por consiguiente, las plantas trangénicas que se obtienen
de manera normal estadn compuestas por una sola clase de célula,
genéticamente y todas las células tienen el gen introducido.
AUn si se obtuviera una planta que tuviera unicamente un gen
extrafio en una parte de las células (planta quimérica), esta
constituiria simplemente un resultado accidental y es
extremadamente dificil controlar la introduccidén de genes de
forma tal que el gen sea introducido Unicamente en las células
de wuna porcidén especifica de wuna planta con el  nivel
tecnolégico actual. Ademds, aun si se llegara a obtener dicha
planta accidentalmente, la probabilidad de que la planta sea

una quimera periclinal que tenga el gen unicamente en una parte



=5

de las capas celulares se considera que es extremadamente bajo

tal como se ha mencionado anteriormente.

Durante el curso de seleccidén de células que tienen un gen

5 introducido, aunque pueden aparecer cumulos de células
quiméricas o cuerpos de plantas quiméricas en los cuales se ha
introducido un gen extrafio uUnicamente dentro de una de sus
partes, en este caso, el cumulo de células quiméricas o el
cuerpo de planta o es completamente quimérico en todas las

10 capas celulares o Uunicamente una sola capa de tejido es
propiamente quimérica y no es una verdadera quimera periclinal
(aquella en la cual un gen extrafio ha sido introducido
Unicamente en una capa celular especifica al tiempo que la capa
celular es en si homogénea). Ha habido muy pocos ejemplos

15 anteriores de la produccién de una verdadera planta transgénica
quimérica periclinal que hayan sido verificados por técnicas
biolégicas moleculares. Aunque se ha reportado un ejemplo
previo en el que se encontrdé que un cuerpo quimérico periclinal

se podia producir usando un vector que.contiene un gen rol y un

20 factor de salida (Publicacidén de Patente Japonesa no Examinada
No. 2002-315460), este caso es de una quimera periclinal de la

capa L3.

En las plantas transgénicas, un gen introducido que esta

25 incorporado en un cromosoma se transfiere de manera estable a
su progenie de conformidad con las leyes de Mendel. Por medio

del uso posterior de estas plantas transgénicas como
progenitores para cruzamiento, es posible obtener nuevas
variedades de plantas utilizando rasgos derivados del gen

30 introducido.
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Adicionalmente, existen preocupaciones acerca de las

- 5 -

plantas transgénicas con relacién a los efectos en el
ecosistema (medio ambiente) (tales como la dispersiédn de un gen
introducido en el mundo natural). Los ejemplos conocidos de
tecnologias para evitar la dispersidén de genes de plantas
transgénicas a plantas silvestres y no transformantes incluyen
(1) uso de herencia maternal, (2) uso de esterilidad masculina
y (3) uso de semillas estériles. El uso de la herencia maternal
se refiere a un método para prevenir la dispersidén de genes por
polen por medio de la introduccidén de una gen extrafio en un

genoma de cloroplasto que no es pasado a las células del polen.

El uso de la esterilidad masculina se refiere a un método
para inhibir la formacién de polen y no permitir que el polen
tenga capacidad de reproduccién y posibilitar asi el
aislamiento genético. Por ejemplo, este método consiste en la
fabricacién de un producto dafiino para genes especifico para un
tejido empleando un promotor especificamente expresado en 1los
bdrganos reproductivos masculinos para la inhibir la formacidn
de polen. El1 uso de semillas estériles hace referencia a un
método para prevenir tanto el cruzamiento como la dispersidén de
semillas al inhibir directamente la formacién de semillas de
una planta transgénica y es equivalente a la “tecnologia
terminadora” y similares que evitan el almacenamiento de

semillas.

Si fuera posible producir una planta transgénica que no
tuviera un gen introducido en sus células germinales, aun en
caso de usar dicha planta transgénica como un progenitor de

polen o como un progenitor de semilla, la posibilidad de
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dispersidén del gen introducido por cruzamiento se eliminaria

completamente. Esto significa que para una persona dedicada al

cultivo de la planta transgénica de manera silvestre o
utilizacién de la planta transgénica de manera industrial, se
le reducird la carga de procedimientos regulativos para el
cultivo de plantas transgénicas. En Japdn, dichos
procedimientos incluyen una evaluacién de los efectos en la
biodiversidad con base en la “Ley Relativa a la Conservacidn y
Uso Sosteniblg de 1la Diversidad Bioldgica a través de
Regulaciones sobre el Uso de Organismos Vivos Modificados”
(Protocolo de Cartagena) e incluye evaluaciones basadas en

leyes similares en otros paises.

Documento de Patente 1: Publicacién Internacional Japonesa
No Examinada No. H10-503374

Documento de Patente 2: Publicacién Internacional Japonesa
No Examinada No. 2002-503374

Documento de Patente 3: US 5480789

Documento de Patente 4: WO 2005/017147

Documento de Patente 5: PCT/JP96/00348

Documento no patentario 1: Firoozababy % otros,

Bio/Technology, 12: 883-888, 1994

Documento no patentario 2: Lazo y otros, Bio/Technology,

9: 963-967, 1991

Documento no patentario 3: Fujiwara y otros, Plant J., 16,
421-431, 1998

Documento no patentario 4: Mitsuhara y otros, Plant Vell.

Physiol., 37, 45-59, 1996
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DIVULGACION DE LA INVENCION

Por consiguiente, la presente invencidn proporciona una
planta floricultural, tal como una rosa, en la cual un gen
introducido Unicamente estd presente un una parte de las
células del cuerpo de la planta, por ejemplo, estd ausente en

las células germinales.

Como resultado de la realizacidén de distintos estudios
para superar los problemas mencionados anteriormente, los
inventores de la presente invencidén han encontrado que la
introduccién de un gen extrafio en una planta floricultural
mediada por Agrobacterium tumefaciens puede producir una planta
floricultural regenerada que es una planta quimérica.
Adicionalmente, también se ha encontrado que se puede obtener
una planta floricultural transgénica objetivo seleccionando una
planta quimérica periclinal de estas, consiguiendo de esta
manera la conclusidén de la presente invencién. Por
consiguiente, la presente invencién proporciona una planta
floricultural tal como una rosa en el cual un gen introducido
estd presente uUnicamente en una parte de las células y no esta

presente en las otras células.

La mencionada parte de las células preferiblemente compone
una parte de las capés celulares. Por ejemplo, las otras
células anteriormente mencionadas son polen o células ovulares.
Mas especificamente, la porcién de las capas celulares o es la
capa L1 o es la capa Ll o la capa L3. Los ejemplos de un gen
introducido incluyen genes involucrados en la sintesis de los

flavonoides y particularmente genes relativos al color de las
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flores como genes involucrados en la sintesis de la

antocianina.

En caso que la planta floricultural sea una rosa, es
importante que el gen introducido sea, por ejemplo, un gen
flavonoide 3’,5’-hidroxilasa derivado de una planta que
pertenezca a la familia de las violetas o un gen transferasa de
grupo acilo aromatico derivado de una planta que pertenece a la
familia de la boca de dragdn. Un ejemplo de una planta dgque
pertenece a la familia de las violetas es un pensamiento,
mientras gque un ejemplo de una planta que pertenece a la
familia de la boca de dragdn es una torenia. Los ejemplos de
rosas incluyen rosa hibrida de té tal como la variedad de rosa
WKS82, la rosa floribunda y la miniatura. Debido al efecto del
gen introducido, la rosa de la presente invencién, por ejemplo,
cambia su color de flor a un color azuloso en comparacidén con

el de antes de la introduccién del gen.

En caso que la planta floricultural sea un clavel, el gen
introducido es uno o una pluralidad de genes tales como ADNc de
gen flavonoide 3’,5’-hidroxilasa derivado de la salvia bajo el
control de un promotor de un gen chalcon sintasa derivado de 1la
boca de dragédn comin, un gen gendémico dihidroflavonol 4-
reductasa de petunia, o un gen antocianina sintasa derivado del
clavel. El clavel puede ser del tipo comiun o del tipo “spray”.
Debido al efecto del gen introducido, el clavel de la presente
invencién, por ejemplo, cambia su color de flor a un color
azuloso en comparacién con el de antes de la introduccidn del

gen.

&Y
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Sin embargo, el gen extrafioc no estd limitado a los genes
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descritos anteriormente sino que puede ser un gen que funcione
en una amplia gama de sistemas de sintesis de pigmentos y, por
ejemplo, puede ser un gen gque funciona en el sistema de
sintesis de flavonoides. Asimismo, el gen extrafio puede ser un
gen marcador seleccionable en forma de un gen GFP, un gen
NPTII, un gen GUS o un gen SURB. De igual forma, el gen extrafo
puede ser un gen que codifica un factor de trascripcidn, tal
como un gen que codifica un factor de trascripcién similar a

myb y méas especificamente un gen PHR1 o un gen Psrl.

Adicionalmente, la presente invencidén también proporciona
un tejido de la rosa o de otra planta floricultural, tal como
se describe anteriormente, que tiene las mismas propiedades de

esta, o un producto de crecimiento nutritivo de esta.

Asimismo, la presente invencidén proporciona ademas el
método para producir una planta floricultural, tal como una
rosa, que comprende una etapa para introducir un gen extrario
dentro de la rosa mediado por Agrobacterium y seleccionar una
rosa en la cual el gen extrafio Unicamente estd presente en una
parte de las células de ésta. La presente invencién proporciona
también un método para evitar la dispersién de un gen
introducido al mundo natural por medio de la produccidén de una
planta floricultural que no tiene un gen extrafio en sus células
germinales tal como se describe en cualquiera de las

reivindicaciones 3 a 27.



10

15

20

25

30

- 10 -

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 es un dibujo que indica la presencia o

ausencia de un gen introducido en distintos 6rganos de la rosa.

La figura 2 muestra que un gen introducido estd expresado
unicamente en las células de la capa Ll y no estd expresado en

la capa L2 o la capa L3.

La figura 3 ilustra la estructura de un vector binario

pPSPB130 usado en el ejemplo 2.

MEJOR FORMA DE REALIZACION DE LA INVENCION

No existen limitaciones especificas respecto a la planta
floricultural usada en la presente invencidén siempre y cuando
esta sea wuna planta floricultural en la cual se pueda
introducir un gen extrafio mediado por Agrobacterium. Los
ejemplos de plantas floriculturales incluyen la rosa, clavel,
petunia, torenia, tabaco, verbena, Nierembergia, crisantemo,
lila, suspiro, boca de dragdn comun, ciclamen, orquidea,
lisiantus, fresia, gerbera, gladiola, gipsofilia, calanchoe,
pelargonium, geranio, tulipén, colza, batata, tomate, alamo,
banano, eucalipto, batata dulce, soya, alfalfa, lupina vy
coliflor. En particular rosa, clavel, petunia, torenia, tabaco,
verbena y Nierembergia son preferibles, en donde la rosa y el

clavel pueden ser usados de manera particularmente preferible.

El gen extrafio wusado en la presente 1nvencidén es
preferiblemente un gen de una enzima que funciona en las
células de la capa L1 después de ser introducido. Por ejemplo,

se prefieren genes relacionados con el color de flor, genes

marcadores seleccionables y genes que codifican factores de
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trascripcién. Los ejemplos de genes relaciones con el color de
flor incluyen genes de enzimas involucradas en la sintesis de
flavonoides, tales como genes relacionados con la sintesis de
la antocianina, genes que codifican proteinas relativas a la
sintesis de auronas, genes que codifican transferasas del grupo
acil alifadtico y genes que codifican flavona sintasas. Los
ejemplos de genes marcadores seleccicnables incluyen gen GFP y
gen NPTII, gen GUS y gen SURB. Los ejemplos de genes que
codifican factores de trascripcién incluyen genes que codifican
factores de trascripcidén similar al MYB y més especificamente
el gen PHR1 y el gen Psrl. Sin embargo esta invencidén no se
encuentra limitada a los genes especificamente relacionados en

la presente.

La rosa usada en la presente invencidén puede ser una
variedad horticultural o una variedad silvestre. En particular,
se prefieren las variedades horticulturales comercialmente
ttiles (Rosa hibrida) tales como rosa hibrida de té, rosa
floribunda y miniatura. No existen limitaciones particulares

respecto a estas variedades.

E1 ADN-T compuesto de un casete de expresiédn del gen
flavonoide 3’,5'-hidroxilasa derivado del pensamiento y un
casete de expresién del gen NPTII grupo acilo aromatico
transferasa derivado de 1la torenia fue insertado dentro un
callo de rosa mediado ©por Agrobacterium. Dado que el
transformante resultante experimentd un cambio de color debido
a la accién de 1los genes introducidos, esto sugeria la
presencia de los genes introducidos en las células de 1los

pétalos y particularmente en las células de la capa L1 de
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dichos pétalos involucradas en la sintesis de pigmentos. Los
genes introducidos no tenian indicio de estar presentes en las
células de polen con base en una reaccién PCR usando como molde

ADN gendmico extraido de diferentes dérganos de la rosa.

Adicionalmente, en el caso de haber efectuado una prueba
de cruzamiento con otras variedades horticulturales \%
silvestres de rosa usando polen obtenido de plantas
transgénicas, no se hubiera detectado la existencia de ningun
gen introducido en las semillas resultantes. Con fundamento en
lo anterior, se sugeria adicionalmente que los genes
introducidos no estaban contenidos en las células de polen.
Asimismo, se determind claramente que los genes introducidos
estaban presentes en la capa celular L1 uUnicamente con base en
la hibridacién in situ. Este hallazgo comprueba que los genes
introducidos no estan presentes en las células germinales tales
como el polen que se produce por formacién en la capa celular
1L2. Por consiguiente, una planta quimérica que tiene un gen
introducido uUnicamente en una parte de sus células puede ser
producida por medio de la introduccidén de un gen extrafio en una

callo de rosa en la manera descrita anteriormente.

Los ejemplos de genes de enzimas involucradas en las
sintesis de flavonoides incluyen el gen flavonoide 3’,5'-
hidroxilasa y el gen transferasa de grupo acilo aromético.
Aunque no existen limitaciones particulares respecto a sus
fuentes, se prefieren el gen flavonoide 3’,5’-hidroxilasa
derivado de un pensamiento o de otra planta de la familia de
las violetas, o un gen transferasa del grupo acilo aromatico

derivado de la torenia o de otras plantas pertenecientes a la
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funcionan en rosas.

El clavel usado en la presente invencidn es
5 preferiblemente uno de tipo comin o de tipo ‘“spray”
comercialmente Util. No existen limitaciones particulares

respecto a sus variedades. Cualquiera de las variedades tales
como Feeling White, Precross Doozy, Starzarl o Kortina Chanel

pueden ser empleadas.

Con respecto al clavel, el ADNc del gen flavonoide 3',5'-
" hidroxilasa derivado de la salvia bajo el control de un gen
chalcon sintasa derivado de la boca de dragén comun, el gen

genémico dihidroflavonol 4-reductasa de -‘la petunia y la

15 antocianina sintasa derivada del clavel, el gen SURB fueron
introducidos seguin las condiciones prescritas mediados por
Agrobacteruim. Dado que el transformante resultante experimenté

cambio de color debido a la accidén de los genes introducidos,

esto sugiere la presencia de los genes introducidos en las

" 20 células de los pétalos y particularmente en las células de la
capa L1 de 1los pétalos involucradas en la sintesis de
pigmentos. Se determindé que el transformado resultante era una
planta quimérica en la cual los genes introducidos estaban

presentes Unicamente en la capa L1 con base en una reaccidén PCR

25 usando como molde ADN gendémico extraido de varios o&rganos del
clavel.
Ejemplos

30 A  continuacidén se proporciona una explicacién més

detallada de la presente invencién por medios de sus ejemplos.
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Ejemplo 1 - Método para Introducir Genes en la Rosa

Actualmente se han reportado numerosos métodos relativos a
la transformacién de rosas (tales como Firoozababy y otros,
Bio/Technology, 12: 883-888, 1994, patentes US 5480789 y WO
2005/017147) y es posible introducir un gen extrano en una rosa

de conformidad con estos métodos.

Mas especificamente, un callo de rosa derivado de la hoja
de una pléntula estéril fue sumergido por 5 minutos en un caldo
que contenia una cepa Ag 10 de Agrobecterium tumefaciens (Lazo
y otros, Bio/Technology, 9: 963-967, 1991) seguido por la
eliminacién del exceso de caldo con un papel de filtro estéril,
transplantédndola a un medio de subcultivo y co-cultivéndola en

un lugar oscuro por 2 dias.

Posteriormente después de lavarlo con un medio liquido MS
con contenia 400 mg/l de carbenicilina, el callo de la rosa fue
transplantado a un medio de seleccién/desinfeccidén en el cual
se adicionaron 50 mg/l de canamicina y 200 mg/l de
carbenicilina al medio de subcultivo. Se repitidé el transplante
y cultivo en la porcidén que crecid normalmente sin ser inhibida
en el medio de seleccidn para seleccionar un callo resistente a

la canamicina.

El callo transformado que exhibia resistencia a la
canamicina fue cultivado en un medio de rediferenciacidén que
contenia 50 mg/l de canamicina y 200 mg/l de carbencilina para
obtener retofios resistentes a la canamicina. Los retorfios
resultantes fueron aclimatados después de hacerles formar

raices en un medio 1/2 MS (que no contenia canamicina). Después
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de sembrar en macetas a los 1individuos aclimatados, se
cultivaron los individuos aclimatados en un sistema invernadero
cerrado y se les dejé florecer. Posteriormente, se mantuvo a
los individuos y se les permitidé crecer por medio de

propagacidén vegetativa (injerto).

Ejemplo 2 - Construccién del Vector Binario psPB130

Es posible estabilizar la antocianina y hacer que su color
azul sea mas intenso modificando la antocianina con un grupo
acilo aromdtico (ver por ejemplo, la patente PCT/JP96/00348).
Se realizé el siguiente experimento con el fin de producir una

antocianina de tipo delfinidina acilada.

E1l ARN total fue obtenido de los pétalos de la torenia
(nombre comercial: Summer Wave [marcal]) después de lo cual se
preparé poliA + ARN a partir de este. Se prepard una biblioteca
de ADNc usando AZAPII (Stratagene) como vector a partir de esta
poliA + ARN usando un kit de produccién de biblioteca de ADNc
direccional (Stratagene) de acuerdo al método recomendado por

el fabricante.

Dado que la mayoria de antocianina de la torenia tiene la
glucosa en la posicién 5 modificada por un grupo acilo
aromadtico (Suzuki y otros, Molecular Breeding, 6, 239-246,
2000), la transferasa del grupo antocianina acilo se expresa en
los pétalos de la torenia. La transferasa del grupo antocianina
acilo retiene la secuencia aminodcida de Asp-Phe-Gly-Trp-Gly-
Lys y el gen transferasa del grupo antocianina acilo puede ser
adquirido usando un ADN sintético correspondiente al mismo como

cebador (patente PCT/JP96/00348).
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Mas especificamente, se efectudé una reacciédn PCR usando
polimerasa Taqg (Takara Japén) de acuerdo con la condiciones
recomendadas por el fabricante usando 10 ng de ADN de cadena de
sencilla sintetizado durante la produccién de la biblioteca del
ADNc de la torenia como molde y usando 100 ng de cebador ATC
(5'-GA(TC)TT (TC) GGITGGGGIAA-3' en donde I representa inosina y
(TC) representa T o C) (SEQ ID NO. 1) y 100 NG de cebador oligo
dT (5"-TTTTTTTTTTTTTTTTTCTCGAG-3") (SEQ ID NO. 2) como
cebadores. Se realizé una reaccién PCR por 25 ciclos de
reacciones consistentes en 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 55°C y 1
minuto a 72°C. El fragmento de ADN resultante de
aproximadamente 400 bp fue recuperado por medio de Gene Clean
IT (BIO 101 Inc.) de acuerdo al método recomendado por el

fabricante y subclonado a pCR-TOPO.

Cuando su secuencia base fue determinada, se observd una
secuencia que era homéloga al gen transferasa del grupo acilo
gentiano (Fujiwara y otros, Plant J., 16, 421-431, 1998).
Adicionalmente, la secuencia base fue determinada usando el
secuenciador 310 o 377 (Applied Biosystems) de acuerdo al

Método Diprimer (Applied Biosystems).

Este fragmento de ADN fue posteriormente etiquetado con
DIG usando un kit de deteccidén y etiquetado DIG (Nippon Roche)
y se tamizé la biblioteca de ADNc de la torenia por medio de
hibridacidén de placa de acuerdo con el método recomendado por
el fabricante. Se escogieron doce clones de manera aleatoria
entre aquellos resultantes que presentaban una seflal positiva y
se recuperaron pléasmidos de estos seguido por la determinacidn

de las secuencias base. Estas secuencias demostraron una buena
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homologia con la transferasa del grupo antocianina acilo. La
secuencia completa de base se determiné para el ADNc contenido

en el clon denominado pTAT7 (SEQ ID NO. 3).

Después de digerir el pBE2113-GUS (Mitsuhara y otros,
Plant Cell. Physiol., 37, 45-59, 1996) con Sacl, se suavizaron
los extremos, lo cual fue seguido de la insercién de un ligador
8 bp Xhol (Takara). Un fragmento de ADN de aproximadamente 1,7
kb obtenido de la digestién del pTAT7 con BamHI y XholI fue
insertado dentro de los sitios BamHI y XhoI de este plasmido
para obtener pSBB120. Después de digerir pSPB120 con SnaBl vy
BamHI se suavizaron los extremos, lo cual fue seguido por
ligacién para obtener pSPB120'. De otro lado, un plasmido
pCGP1961, que contenia ADNc del F3',5' H#40 derivado del
pensamiento, fue completamente digerido con BamHI seguido por
la digestién parcial con Xhol y recuperacién del fragmento de
ADN resultante de aproximadamente 1,8 kb el cual fue
posteriormente ligado con PUESH digerido con BamHI y XhoI. El

plésmido resultante fue designado pUEB40.

Después de digerir pUEB40 con SnaBI y BamHI, se suavizaron
los extremos, lo cual fue seguido por ligacidén para obtener
pUEBP40'. Se recuperdé un fragmento de ADN de aproximadamente
2,7 kb obtenido digiriendo parcialmente pUEB40 con HindII y
ligado con una fragmento de ADN parcialmente digerido con
HindII. Entre los plasmidos resultantes, se designdé al vector
binario en el cual el gen neomicin fosfotransferasa, el gen
F3'5'H #40 del pensamiento y el gen 5AT de la torenia estaban
respectivamente ligados en la misma direccién en un orden de

inicio desde el extremo derecho como pSPB130 (FIG. 3). Este
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plasmido expresa de manera constitutiva el gen F3'5'H #40 del
pensamiento y el gen 5AT de la torenia en las plantas vy esta
disefiado para transcribir los genes de manera especifica a los
pétalos.

Este plésmido fue introducido en la cepa Agl0 del

Agrobacterium tumefaciens.

Ejemplo 3 - Introduccién de un gen F3'5'H #40 de pensamiento y

de un gen transferasa del grupo antocianino 5-acilo de torenia

dentro de la WKS82

Se introdujo el plésmido pSPB130 dentro .de una rosa de
color violeta claro “WKS82” y se obtuvieron 89 transformantes.
Se confirmé la acumulacidén de delfinidina en todos los 44
transformados gque fueron sometidos a analisis de pigmento. El
contenido de delfinidina tuvo un méximo de 91% (media:49%). El
color de la flor cambidé de 186d de la tabla de colores RHS
(grupo purpura agrisado) al 80c (grupo violeta purpura). Los
valores de analisis de los transformantes representativos se

ilustran en las siguiente tablas.

Tabla 1
Planta Acilo Del Del Cia Pel M O K
No. (%) (%) (mg/g) | (mg/qg) | (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (mg/g)
WKS82 0.0 0.0% 0.000 0.074 0.000 0.000 2.400 0.196
control
1 10.5 52.3% 0.055 0.050 0.000 0.430 0.883 0.083
2 15.9 62.5% 0.091 0.054 0.000 0.570 0.549 0.030
3 15.9 36.6% 0.044 0.076 0.000 0.622 2.221 0.102
4 6.8 40.0% 0.023 0.034 0.000 0.247 0.986 0.172
5 15.0 82.9% 0.087 0.018 0.000 5.451 0.403 0.042
6 89.7% 0.072 0.008 0.000 0.853 0.163 0.062
7 9.5 89.5% 0.101 0.012 0.000 0.719 0.144 0.019
8 14.7 11.4% 0.012 0.090 0.000 na na na
9 11.6 29.3% 0.024 0.059 0.000 na na na
10 8.7 15.2% 0.010 0.053 0.000 na na na
11 7.9 59.0% 0.046 0.032 0.000 0.580 0.619 0.022
12 8.5 55.6% 0.060 0.048 0.000 1.318 1.615 0.165
i3 13.9 42.3% 0.026 0.035 0.000 0.603 1.094 0.052
14 10.1 10.3% 0.008 0.073 0.000 na na na
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15 10.6 18.8% 0.018 0.079 0.000 na na na
16 9.3 11.7% 0.009 0.066 0.000 na na na
17 14.3 76.2% 0.112 0.035 0.000 3.741 1.587 0.377
18 12.7 76.7% 0.101 0.031 0.000 1.608 0.656 0.075
19 9.8 71.7% 0.057 0.022 0.000 1.403 0.455 0.041
20 5.3 14.1% 0.011 0.068 0.000 0.132 2.999 0.720
21 3.5 18.5% 0.008 0.035 0.000 na na na
21 7.7 23.1% 0.017 0.055 0.000 0.141 0.929 0.034
22 5.4 19.0% 0.015 0.065 0.000 0.297 4.128 1.350

Del: delfinidina, Cia: cianidina, Pel: pelargonidina, M:

miricetina, Q: quercetina, K: kaempferol, Del(%): porcentaje de
delfinidina en la antocianina total, Acilo(%): percentaje de

pigmento acilado en la antocianina total, na: no analizado.

Tabla 2

Planta | Acilo Del Del Cia Pel M Q K
No. (%) (%) (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (mg/qg) | (mg/g) | (mg/qg)
23 1.1 42.1% 0.036 0.050 0.000 0.609 2.929 0.679
24 22.7 91.0% 0.079 0.008 0.000 0.964 0.218 0.018
25 6.1 61.3% 0.048 0.030 0.000 0.490 0.468 0.029
26 8.7 91.3% 0.097 0.009 0.000 2.053 0.339 0.123
27 9.4 59.9% 0.060 0.040 0.000 1.537 1.631 0.422
28 5.5 51.2% 0.040 0.038 0.000 0.688 0.723 0.038
29 5.1 61.4% 0.056 0.032 0.003 0.637 0.537 0.087
30 7.0 53.3% 0.037 0.032 0.000 0.706 1.032 0.051
31 5.7 58.1% 0.071 0.051 0.000 1.592 1.478 0.220
32 4.3 64.6% 0.092 0.050 0.000 0.849 0.753 0.035
33 6.4 61.7% 0.042 0.026 0.000 0.477 0.468 0.023
34 8.9 58.8% 0.048 0.034 0.000 0.646 0.928 0.063
35 6.2 11.6% 0.007 0.057 0.000 0.0%94 1.132 0.066
36 7.1 51.2% 0.038 0.036 0.000 0.911 1.135 0.079
37 5.8 50.8% 0.029 0.028 0.000 0.868 1.105 0.096
38 5.5 47.0% 0.027 0.023 0.007 1.366 1.632 0.105
39 4.9 67.0% 0.044 0.022 0.000 0.795 0.586 0.051
40 0.0 61.1% 0.053 0.033 0.000 1.310 1.466 0.259
41 9.6 71.0% 0.074 0.030 0.000 0.460 0.337 0.023
42 1.2 27.6% 0.009 0.024 0.000 na na na
43 5.2 13.8% 0.013 0.078 0.000 na na na

Del: delfinidina, Cia: cianidina, Pel: pelargonidina, M:

miricetina, Q: quercetina, K: kaempferol, Del(%): porcentaje de
delfinidina en la antocianina total, Acilo(%): porcentaje de

pigmento acilado en la antocianina total, na: no analizado.

Ejemplo 4: Confirmacién de la Presencia del Gen Introducido en

Cada Organo

Se extrajo ADN gendémico de los pétalos, hojas, tallos,
raices y polen de la rosa “WKS82” (a la que se hara referencia
como “hospedador”) y los recombinantes nos. 5 y 24 producidos
en el ejemplo 3 (WKS82/130-4-1 y WKS82/130-9-1, a los que se

hard referencia como "recombinantes") usando el kit DNeasy
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recomendado por el fabricante. Los genes introducidos (gen
F3'5'H del pensamiento (SEQ ID NO. 4), el gen 5AT de la torenia
(SEQ ID NO. 3) y el gen NPTII del E. coli) fueron amplificados
5 por medio de una reaccién PCR con Takara Ex Tag (Takara) usando

el ADN extraldo como molde.

Adicionalmente, el gen antocianina sintasa (ANS) de 1la

rosa fue amplificado como un control enddgeno. La condiciones

g 10 de la reaccién PCR consistian en la repeticidén de 25 ciclos
consistentes en la desnaturalizacién térmica por 5 minutos a

94°C, por 30 segundos a 94°C, por 30 segundos a 55°C y por 1
minuto a 72°C, seguido por una reaccién de elongacidén por 7
minutos a 72°C. Los productos resultantes de amplificacidn

15 fueron sometidos a electroforesis en gel agarosa y los

fragmentos amplificados se detectaron por tincién de bromuro de

etidio.
!! Adicionalmente se emplearon BP40-F2 y BP40-R3 como
" 20 cebadores para la amplificacidén del gen F3'5'H del pensamiento,

se emplebé TAT7-50F y TAT7-R1l para la amplificacidén del 5AT de
la toreina, se emplebé NPTII-F y NPTII-R para la amplificacién
del gen NTPII y se empled RhANS69-rl y RhANS69-ml para la

amplificacién del gen ANS.

25
Cebadores especificos para el gen F3'5'H del pensamiento:
BP40-F2: 5'-GAG CTA GGC CAC ATG CTT A-3' (SEQ ID NO. 5)
BP40-R3: 5'-CTT TGC GCT CAT GAC TCG T-3' (SEQ ID NO. 6)
30 Cebadores especificos para el gen 5AT de la toreina:

TAT7-50F: 5'-AAC AAT ATG TGC AGT CCT CGA A-3' (SEQ ID NO. 7)
TAT7-R1: 5'-AAC TCG CAT GCG CAA CTA C-3' (SEQ ID NO. 8)
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Cebadores especificos para el gen NPTII:

NPTII-F: 5'-GAT TGA ACA AGA TGG ATT GCA CGC-3' (SEQ ID NO. 9)
NPTII-R: 5'-CGA AGA ACT CCA GCA TGA GAT CCC-3' (SEQ ID NO. 10)

Cebadores especificos para el gen ANS:

RhANS69-rl: 5'-TTT GAT CTT CCC ATT GAG C-3' (SEQ ID NO. 11)
RhANS69-ml: 5'-TCC GCG GTG GGA AGA TCC CC-3' (SEQ ID NO. 12)

Segun el resultado del analisis de la PCR, aunque los

genes introducidos fueron detectados en los pétalos, hojas vy

tallos de los recombinantes, estos genes introducidos no fueron

detectados en los genomas de las raices o el polen. Estos
resultados se presentan en la Tabla 3 y en la Figura 1.
Adicionalmente, se sabe que los pétalos, los sistemas

epidérmicos de las hojas y tallos, el sépalo, estambre y el
pistilo son derivados de la capa L1 y de la capa L2, el polen y
los oocitos de la capa L2 y el tejido interno de las hojas y
tallos junto con el de las raices de la capa L3. Dado que los
genes introducidos no fueron detectados en los genomas de las
raices y el polen, esto sugiere que estos recombinantes son
plantas quiméricas en las cuales los genes introducidos sélo
estan presentes en la capa Ll1.

Tabla 3: Presencia de Genes introducidos en Distintos Organos
de Recombinantes

Gen Detectado Presencia del Gen Introducido
Pétalo Hoja Tallo Raiz Polen
F3'5'H del Pensamiento + + + - -
5AT de la Torenia + + + - -
NPTII + + + - -
Ejemplo 5 - Cruzamiento Artificial con Variedades

Horticulturales (en un Invernadero)
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embolsado y la antera inmediatamente antes del florecimiento de
conformidad con los métodos ordinarios, se adhiridé el polen del
hospedador o del recombinante no. 24 producido en el Ejemplo 3
(WKS82/130-9-1, al que se hard referencia como el recombinante)
cultivados en un invernadero en la mafiana de un dia soleado en
un momento en que el estambre habia madurado adecuadamente.
Posteriormente, las plantas fueron nuevamente embolsadas para
prevenir la adhesién de polen diferente y posteriormente se
investigé la presencia de formacién de semillas. Ademas, el
polen era polen fresco obtenido por recuperacidén de la antera
con anterioridad a la deshicencia y posteriormente se le dejod
permanecer a temperatura ambiente por 1 dia en un desecador que
contenia gel de silice seguido por la recuperacién de la antera
que experimentd deshicencia al dia siguiente. Los progenitores
femeninos <consistian en una variedad de rosa perpetua
Grandiflora conocida como “Queen Elizabeth” (Reina Elizabeth) y
una variedad de rosa Floribunda perpetua conocida como “Gold

Bunny” (Conejillo Dorado).

La presencia de formacidén de semillas fue confirmada un
mes o mas después del cruzamiento por frutos que no se habian
caido fisioldgicamente y en las cuales se observd
endurecimiento de semillas. Adicionalmente con el fin de
confirmar el paso de genes introducidos a la siguiente
generacién por parte de semillas obtenidas por medio de
cruzamiento con el recombinante, se extrajo ADN recombinante de
las semillas resultantes usando Nucleon Phytopure para el Kit

de Extraccién de ADN Vegetal (Amersham Biosciences) y después
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de amplificacién adicional con el Kit REPLI-g (Qiagen) se

detectd el gen introducido (F3'5'H del pensamiento) por medio

de la Reaccién de PCR.

En la Tabla 4 se presentan los resultados. No hubo casi

ninguna diferencia observada en las tasas de cuajado de

semillas entre el hospedador y el recombinante. Adicionalmente,
a partir del anadlisis de las semillas obtenidas por cruzamiento
con el se detectd la existencia de

recombinante, no genes

introducidos en la semilla. Con base en estos hallazgos, aunque
no hubo diferencias en la habilidad de fertilizacidén del polen
entre el hospedador y el recombinante, por motivos tales como
que el gen introducido no estuviera contenido en las células de
polen del recombinante, se sugeria que el gen introducido no

habia sido pasado a la siguiente generacién.

Tabla 4: Polinizacidédn Artificial con Variedades Horticulturales
Pollination with Horticultural Varieties
Hospedador (WKS82) Recombinante No. 24 (WKS82/130-9-1)
No. de Tasa de No. de Tasa de No. de Tasa de
semillas Cuajado semillas Cuajado semillas en deteccidn
cuajadas/no. de cuajadas de la cuales en de gen
de flores Semillas /no. de Semillas gen introducido
cruzadas (%) flores (%) introducido (%)
cruzadas fue
detectado/no.
de semillas
analizadas
Queen 19/20 95 20/20 100 0/94 0
Elizabeth
Cold 16/20 80 14/20 70 0/94 0
Bunny

Ejemplo 6 - Cruzamiento Artificial con Variedades

Horticulturales

(Exteriores)

Después de removerle a las variedades horticulturales el

embolsado y la antera inmediatamente antes del florecimiento de

conformidad con los métodos ordinarios,

hospedador o del recombinante no.

(WKS82/130-9-1,

se adhiridé el polen del
24 producido en el Ejemplo 3

al que se hard referencia como el recombinante)
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momento en que el estambre habia madurado adecuadamente.
Posteriormente, las plantas fueron nuevamente embolsadas para
prevenir la adhesién de polen diferente vy posteriormente se
5 investigé la presencia de formacién de semillas. Ademds, el
polen era polen fresco obtenido por recuperacién de la antera

con anterioridad a la deshicencia y posteriormente se le dejo

permanecer a temperatura ambiente por 1 dia en un desecador que
contenia gel de silice seguido por la recuperacién de la antera

10 que experimentd deshicencia al dia siguiente.

o»

Los progenitores femeninos consistian en una variedad de
rosa perpetua Grandiflora conocida como “Queen Elizabeth”
(Reina Elizabeth) y una variedad de rosa Floribunda perpetua

15 conocida como “Gold Bunny” (Conejillo Dorado).

La presencia de formacién de semillas fue confirmada tres

o mas meses después del cruzamiento por frutos que no se habian
N caido fisiolbégicamente y en las cuales se observé cuajado de
. 20 semillas. Adicionalmente las semillas recuperadas del
cruzamiento fueron recuperadas y tratadas a una temperatura

baja de 4°C por 3 meses y posteriormente fueron sembradas. Con

el fin de confirmar el paso de genes introducidos a la

siguiente generacidén por parte de estas semillas, se extrajo

25 ADN gendémico de las hojas de las pléntulas resultantes usando

el kit DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) seguido por deteccién del

gene introducido (gen F3'5'H del pensamiento) por medio de la

Reaccién PCR. Adicionalmente el gen gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) de la rosa se detecté como el gen de

30 control intrinsico.
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Ademés, aunque normalmente se observa germinacién después
de cerca de un mes, cuando se tratan las semillas a bajas
temperaturas, sélo se observod germinacién en una porcién de las
semillas incluso después de tres meses. Por consiguiente, una
porcién de las semillas sembradas que no germinaron fueron re-
recuperadas y se realizo un analisis similar empleando dichas
semillas. Se extrajo ADN gendémico de las semillas re-
recuperadas usando Nucleon Phytopure para el Kit de Extraccidn
de ADN Vegetal (Amersham Biosciences) Yy después de amplificar
el ADN gendmico con el Kit REPLI-g (Qiagen) se detectdé el gen
introducido (F3'5'H del pensamiento) por medio de la Reacciédn
PCR.

En las Tablas 5 y 6 se presentan los resultados. No hubo
casi ninguna diferencia observada en las tasas de cuajado de
entre el hospedador y el recombinante. Adiciocnalmente, aunque
se analizaron las pléantulas obtenidas por cruzamiento con el
recombinante por medio de la Reaccién PCR, los genes
introducidos derivados del recombinante no fueron detectados en
las pléantulas. Con base en estos hallazgos, aunque no hubo
diferencias en la habilidad de fertilizacién del polen entre el
huésped y el recombinante, por motivos tales como que el gen
introducido no estuviera contenido en las células de polen del
recombinante, se sugiere que el gen introducido no habia sido

pasado a la siguiente generacién.
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por Polinizacién Artificiales y Tasas de Deteccidén del Gen

Introducido en los Individuos de Germinacidn

Hospedador (WKS82) RecombinanteNo. 24 (WKS82/130-9-1)
No. de | Tasa | No. No. de | Tasa | No. No. de Tasa de
semillas| de Total |semillas| De |[Total|individuos en| Deteccidén
cuajadas|cuajad| de [cuajadas|cuajad] de |los cuales se del gen
/no de | o de [semill] /no. de| o de [semill| detectd el introducido
flores |semill} as flores |semill| as gen/no. de (%)
cruzadaslas (%) cruzadaslas (%) individuos
germinados
Queen 27/41 | 65.8 | 262 19/42 | 45.2 ] 192 0/4 0.0
Elizabeth
Gold 14/64 1 21.8| 174 15/60 | 25.0| 150 0/9 0.0
Bunny
5
Tabla 6: Tasas de Deteccidédn del Gen Introducido en Semillas
Obtenidas por medio de Polinizacién Artificial con Variedades
Horticulturales
Recombinante No. 24 (WKS82/130-9-1)
No. de semillas No. de semillas Tasa de
recuperadas® en las cuales deteccién de
se detecto el gen introducido
gen (%)
introducido/no.
de semillas
analizadas?®
Queen Elizabeth 155 0/33 0.0
Gold Bunny 122 0/37 0.0
* : . 7 .«

10 1)2): Las diferencias en los numeros de semillas recuperadas
y los numeros de semillas analizadas se originaron debido a que
las semillas que eran huecas imposibilitaron la extraccidn de
ADN o para las cuales la amplificacién del gen de control no
fue observado en el andlisis de Reaccidén de PCR, las cuales

15 fueron excluidas de los analisis.

Ejemplo 7 — Cruzamiento Artificial con Variedades Silvestres
(Exteriores)

20 Después de removerle a las variedades horticulturales el
embolsado y la antera inmediatamente antes del florecimiento de
conformidad con los métodos ordinarios, se adhirid el polen del
hospedador o del recombinante no. 24 producido en el Ejemplo 3
(WKS82/130-9-1, al que se hard referencia como el recombinante)

25 cultivado en exteriores en la mafiana de un dia soleado en el

momento en que el estambre habia madurado adecuadamente.
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Posteriormente, las plantas fueron nuevamente embolsadas
para prevenir la adhesién de polen diferente y posteriormente
se investigé la presencia de formacién de semillas. Ademéds, el
polen era polen fresco obtenido por recuperacién de la antera
con anterioridad a la deshicencia y posteriormente se le dejé
permanecer a temperatura ambiente por 1 dia en un desecador que
contenia gel de silice seguido por la recuperacién de la antera

gue experimentd deshicencia al dia siguiente.

Los progenitores femeninos consistian en variedades
silvestres conocidas como R. multiflora Thunb. ex Murray, R.

wichuraiana Crep. y R. rugosa Thunb. ex Murray).

La presencia de formacién de semillas fue confirmada dos o
mas meses después del cruzamiento por frutos que no se habian
caido fisioldégicamente y en las cuales se observd
endurecimiento de semillas. Adicionalmente las semillas
resultantes fueron recuperadas y sometidas a un tratamiento a
baja temperatura de 4°C por 3 meses y posteriormente fueron
sembradas. Con el fin de confirmar el cruzamiento con el
hospedador o con el recombinante y el paso de (genes
introducidos a la siguiente genéracién, se extrajo ADN gendmico
de las hojas de las pléntulas resultantes usando el kit DNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen) seguido y analizado por medioc la
Reaccidén PCR. Un gen relacionado con la perpetuidad (gen KSN)
se usd como indicador de la presencia de cruzamiento con el
hospedador o el recombinante, al tiempo que se usdé un gen
introducido derivado del recombinante en forma del gen F3'5'H

del pensamiento como indicador del paso del gen introducido.



15

'. 20

25

o

_28_
Asimismo el gen GAPDH de la rosa fue usado como un gen de

control intrinseco.

El gen KSN se forma como resultado de la insercidén de un
transposén de aproximadamente 9 kb en el gen ksn (el cual tiene
una funcién que mantiene el meristema del retofio) de las rosas
estacionales, y dado que la expresién de este gen esta
inhibida, como resultado ocasiona que la inhibicién de la
formacién de los capullos en el meristema del retofio se
cancele, promoviendo la formacién de capullos, lo cual se
reporta ocasiona que la flor se vuelva perenne”. Las variedades
horticulturales son homocigdéticas para el gen KSN. De otro
lado, las variedades silvestres estacionales son homocigdticas
para el gen ksn. Por consiguiente, en las variedades silvestres
(variedades estacionales), se considera que el gen KSN

tnicamente es detectado en caso que se haya cruzado con una

variedad horticultural.

Ademds, aungue normalmente se observa germinacidn
después de cerca de un mes, cuando se tratan las semillas a
bajas temperaturas, sélo se observd germinacién en una porcidn
de las semillas incluso después de tres meses. Por
consiguiente, una porcién de las semillas sembradas que no
germinaron fueron re-recuperadas y se realizo un analisis
similar empleando dichas semillas. Se extrajo ADN gendémico de
las semillas re-recuperadas usando Nucleon Phytopure para el
Kit de Extraccién de ADN Vegetal (Amersham Biosciences) vy
después de amplificar el ADN gendmico con el Kit REPLI-g

(Qiagen) se detectdé la presencia de cruzamiento con el
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hospedador o recombinante y la presencia del paso del gen

introducido por medio de la Reaccidn PCR.

En las Tablas 7 y 8 se presentan los resultados. Las tasas
de semilla-endurecimiento son extremadamente bajas en caso de
usar el recombinante. para cada uno de los progenitores del
polen. Aunque las pléantulas resultantes fueron analizadas por
medio de la Reaccién PCR, se observd polinizacién entre el
hospedador o recombinante y las variedades silvestres, pero no
se detecté el gen introducido derivado del recombinante.
Adicionalmente, las semillas sembradas que no germinaron fueron
re-recuperadas y cuando se observé el desarrollo de las
semillas, casi todas las semillas estaban vacias y solo se pudo
confirmar la presencia de embriones normales en un numero muy
reducido de semillas. Aunque estas también fueron analizadas
por medio de la Reaccién PCR, se confirmé la polinizacidén entre
el hospedador o recombinante y las variedades silvestres,
aunque no se detecté un gen introducido derivado del
recombinante. Con base en estos hallazgos, por motivos tales
como que el gen introducido no estuviera contenido en las
células de polen del recombinante, se considerdé que el gen

introducido no habia sido pasado a la siguiente generacién.

Por consiguiente, dado que 1las células de polen del
recombinante no contienen un gen introducido en caso de
polinizacién entre el recombinante y las variedades silvestres
(R. multiflora Thunb. ex Murray, R. wichuraiana Crep. y R.
rugosa Thunb. ex Murray), esto sugiere que el gen introducido
no ha tenido la posibilidad de ser pasado a 1la siguiente

generacién.
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Adicionalmente, no fue posible confirmar la existencia de
embriones normales para ninguna de las semillas de R.

wichuraiana Crep.

1y
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Ejemplo 8 - Hibridacidén in situ

Se realizé hibridacién in situ con el fin de investigar
la localizacién de un gen introducido mas detalladamente.
Después de cortar una yema que media 5 mm en la direccidn
vertical, las porciones cortadas fueron fijadas
sumergiéndolas en una solucidén de fijado de formaldehido. A
continuacién, la solucidén de fijado se reemplazdé de forma
secuencial con soluciones de etanol que variaban del 50% al
100% para deshidratar las porciones cortadas seguido por
reemplazo {(clarificacidén) con lemozol al 25%. Las secciones
fderon posteriormente sumergidas de forma gradual en parafina
y embebidas en ésta. Las muestras embebidas fueron rebanadas
con un micrétomo y adheridas a portaobjetos de vidrio.
Después de hidratar los portaobjetos de vidrio, de tratarlos
con Proteinasa K y efectuar un pre-tratamiento en forma de
acetilacién y similares, las muestras fueron deshidratadas y
secadas. Sondas con etiquetas DIG (sondas de sentido vy
antisentido de los genes BP40, TAT, NPTII, y de cada gen)
fueron disueltas en una solucidén de hibridacidn, colocadas en
los portaobjetos secados y se les dejdé reaccionar. Después de
la hibridacién, los portaobjetos de vidrio fueron lavados

seguldos por la deteccidén del DIG.

Como se muestra en las fotografias de la figura 2, los
genes introducidos uUnicamente se expresaron en células de la
capa L1, al tiempo que no se observd expresidn en las células
de las capas L2 o L3. Con base en lo anterior, dado que los
genes introducidos sbélo estaban presentes en la capa L1 pero

no en la capa L2 ni en la capa L3, se verificd que los genes

2
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introducidos no estaban presentes en las células germinales

(células de polen y células ovulares) que se desarrollan a

partir de la capa LZ2.

Ejemplo 9 - Produccidén y Andlisis de Clavel Transgénico

Se produjo un clavel en el cual un gen introducido

estaba presente uUnicamente en la capa LI.

El clavel transgénico fue producido de la manera
descrita a continuacién por medio de la introduccidén de un
gen mediado por Agrobacterium. Un plédsmido pCGP2442 (descrito
en la solicitud de patente US/988,293 presentada el 15 de
noviembre de 2007) que contiene en la regidén ADN-T del mismo
el ADNc del gen flavonoide 3',5'-hidroxilasa bajo el control
de un promotor de un gen chalcon sintasa derivado de la boca
de dragdn comin, un gen gendmico dihidroflavonol 4-reductasa
de petunia, un gen antocianina sintasa derivado del clavel, y
un marcador seleccionable de transformacidén en forma del ADNc
del SURB gen acetolactato sintasa del tabaco bajo el control
del promotor 355 del virus del mosaico de la coliflor. Este
plasmido fue introducido en la Agrobacterium usando el método
descrito en la Publicacién de la Solicitud Internacional de
Patente Japonesa no Examinada No. H11-505116 seguido por la
introduccién posterior en la variedad de clavel Kortina
Chanel. Se detectdé delfinidina en los pétalos del clavel
transgénico resultante, la cual no estéd contenida en los
claveles naturales. Esto indica que el gen introducido
funciona al menos en las células epidérmicas de los pétalos.
Se realizdé un andlisis detallado en una de sus cepas (cepa

19907). Adicionalmente, como resultado de la extraccidén de
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ADN cromosémico de esta cepa 19907 y del andlisis por medio
de hibridacién Southern usando un gen del mencionado ADN-T
del pCGP2442 como sonda, se confirmé que el gen introducido

habia sido insertado en un cromosoma.

Se obtuvo un.cultivo de tejido plantando los retofics de
la cepa 19907 y de la cepa 26898 en un medio sélido MS libre
de hormonas que contenia 5 de pg/L de Glean. Al estudiarse en
los retofios la presencia de formacidén de raices durante 4 a 5
semanas, se notd que aunque la cepa 26898 formd raices, la

cepa 19907 no 1o hizo.

A continuacidn, secciones de las hojas de la cepa 19907,
de la cepa 26898 y de la variedad Kortina Chanel fueron
cultivadas por 5 semanas en un medio sdélido MS de resistencia
media con 0,5 mg/L de IAA con un contenido de 5 upg/L de
Glean y en un medio sdélido MS de resistencia media con 0,5
mg/L de IAA sin ningun contenido de Glean. Las secciones de

hojas de la cepa 19907 y de la variedad Kortina Chanel que
fueron cultivadas en un medio que contenia 5 pg/L de Glean se

tornaron cafés. La seccidn de hoja obtenida de la cepa 26898

estaba verde y se observd que habia formado raices.

Se extrajo ADN cromosdmico de las hojas y raices de 1la

cepa 19907 usando el kit DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen); Se
realizdé posteriormente un Reaccidén PCR usando 100 ng de este
ADN como molde y usando cebadores sintéticos para amplificar
el gen SuRB (#960: 5'-ATT TCC GCC TCA TTA GAA GG-3', #1468:

5'"-GCC TCA TGT TTC CAT TTG TCG-3'). Después de efectuar la
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reaccién por 15 minutos a 95°C a un volumen de reaccién de 25
ul, usando el producto Hot Star Taq, la reaccidn se realizd
adicionalmente por 35 ciclos donde un ciclo consistia en 1
minuto a 96°C, 30 segundos a 52°C y 2 minutos a 72°C,
seguidos por la realizacién finalmente de la reaccién por 7
minutos a 72°C. Cuando el producto de la reaccidén fue
finalmente analizado por medio de electroforesis de gel de
agarosa, aungque se observd la banda para el SURB cuado se
usaba el ADN de la hoja como molde, la banda para el SURB no

se observaba cuando se usada el ADN de raiz.

Se sabe que las hojas estan compuestas por células L1,
L2 Y L3, y asimismo se conoce que las raices estan compuestas
por células L2 y L3. Con base en los resultados anteriores,
en el caso de la cepa 19907, el gen introducido estaba
presente en las células L1, pero no estaba presente ni en las
células L2 ni en las L3, o en otras palabras, se determind
que la cepa 19907 era una planta quimérica en la cual el gen

introducido estad presente s6lo en la capa Ll.

Ejemplo 10 - Estudio del Potencial de Aplicacidén de la

Tecnologia de la Presente Invencidn a Distintas Plantas

(1) Ejemplo de Infeccidén en una Petunia
Usando una petunia como planta floricultural, se
introdujo un gen involucrado en la sintesis de flavonoides

como un gen extrafio.

Se recuperé un fragmento de ADN (de aproximadamente 2,0
kb), que ligaba el ADNc del F3'5'H de la Clitora Mariana y un

terminador nos, de una secuencia promotora E1,35S, la cual

)
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tenia dos secuencias potenciadoras repetitivas secuencia
arriba de un promotor 35S del virus del mosaico de 1la
coliflor (Plant Cell Physiol., 37, 49-59 (1996)), y el
pSPB748 (Plant Cell Physiol., 43, s277 (2002)) obtenido
introduciendo una secuencia de ADNc F3'5'H de la Clitora
Mariana (descrita en 1la solicitud de patente No. WO
2004/020637) y una secuencia de terminacién de nopalina
sintasa (nos) dentro de una vector Dbinario pBinPlus
(Transgenic Research, 4, 288-290 (1995)), por medio de la
digestidén con BamHI y digiriéndola parcialmente con EcoRI,
seguido por la introduccién en un sitio BamHI/EcoRI de
pBluescriptII (sk-) (Stratagene) para obtener un pléasmido pB-
Bn. Un casete génico consistente en un gen GUS y un
terminador nos fue extraido con Xbal y KpnI de una secuencia
promotora 6xXRE que tenia seis repeticiones del elemento
responsivo xenobidético (XRE) del ratén y pBlueSXXREGUS
(Kodama (2003), Molecular mechanisms of chemical-inducible
gene expression in higher plants for monitoring and
remediation of environmental contaminants, Diss.), obtenido
por medio de la introduccién de un gen GUS y un terminador
nos en un pBluescriptII (ks+) (Stratagene), seguido por la
introduccién en el mismo sitio de wun fragmento de ADN
(aproximadamente 2.0 kb) ligando F3'5'H de la Clitora Mariana
y el terminador nos extraido del pB-Bn por medio de la
digestién con Xbal y Kpnl para obtener pB-X6Bn. Un casete
génico (2,2 kb) consistente en la secuencia promotora 6xXRE,
el ADNc del F3',5'H de la Clitora Mariana y una secuencia de
terminacidén nos, extraida por medio de la digestidén de pB-

X6Bn con XhoI, fue posteriormente introducido en el sitio
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Sall de un vector pSKAVAt (Kodama (2003)), en el cual un AhRV
y un Arnt, al cual una secuencia no traducida (UTR) 5' del
virus del mosaico de la alfalfa le fue respectivamente
agregada, fueron insertados en la direccién delantera en dos
conjuntos de wunidades de expresidén consistentes en un
promotor CamV35S y un terminador nos en un vector binario

pBinl9, para construccién del pSBP1459.

El pSBP1459 fue posteriormente introducido a la cepa
Agl0 de la Agrobacterium tumefaciens (BioTechnology, 9, 963-
967 (1991)) para transformar la petﬁnia (variedad PL, Skr4
xSw63 (igual que en Nature, 366, 276-279) de acuerdo con el
método de Agrobacterium usando un disco foliar. La
introduccién del plésmido dentro de la Agrobacterium y la
transformacién fueron realizadas de conformidad con un método
conocido (Plant J., 5, p. 81-82 (1994)). Aunque el color de
flor de la variedad PL va de blanco a rosado claro, dado que
carece del gen flavonoide 3',5'-hidroxilasa y del gen
flavonoide 3'-hidroxilasa, la variedad de petunia usada para
fines de éste experimento no estd limitado a 1la PL. Se
adquirieron 38 cepas independientes de petunia PAB

transformada.

(2) Ejemplo de Infeccidén a Torenia - Parte 1
Usando torenia como la planta floricultural, se
introdujo un gen marcador seleccionable en forma del gen GFP

como gen extrario.

El CaMVv35S-sGFP(S65T)-NOS3' (Curr. Biol., 6, 325-330

(1996)) fue digerido con BamHI y EcoRI, y se introdujo ADN
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(1,0 kb) ligando el gen sGFP gene con el gen terminador nos
dentro del sitio BamHI/EcoRI del pBluescriptII (sk-) para la
construccién de un pB-Gn pléasmido. Un casete génico
consistente en un gen GUS y un terminador nos fue extraido
del ultimo pBlueSXXREGUS con Xbal y KpnI, y se introdujo un
casete génico (1,0 kb) consistente en sGFP y terminador nos
extraido del pB-Gn con Xbal y Kpnl en el mismo sitio para la
construccién del pB-X6Gn. Un casete génico (1,2 kb)
consistente en promotor 6xXRE, sGFP y terminador nos extraido
del pB-X6Gn por digestién con Xhol fue posteriormente
introducido en el sitio Sall del pSKAVAt para la construccién

del pSPB1458.

El pSPB1458 fue posteriormente introducido en una cepa
Agl0 de la Agrobacterium tumefaciens seguido por la
transformacién de la torenia (variedad Summer Wave Blue: SWB
(Suntory Flowers) a un disco foliar de acuerdo con un método
de Agrobacterium usando un disco foliar. La transformacidn
de la torenia fue efectuada de conformidad con un método
conocido (Mol. Breeding, 6, 239-246 (2000)). Aunque el color
de flor de la variedad SWB es azul, la variedad de torenia
usada para fines de este experimento no estéd limitada a la
SWB. Se adquirieron 40 cepas independientes de torenia TAG

transformada.

(3) Ejemplo de Infeccidén en Torenia - Parte 2
Usando torenia como planta horticultural, un gen
involucrado en la sintesis de flavonoides fue introducido

como gen extrano.
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Una construccién (pSFL307 & pSFL308) que tiene un casete
de expresién de un gen involucrado en la sintesis de la
aurona y una casete para inhibir la expresién de los genes
relacionados con la sintesis de antociania por medio del iARN
fue introducido usando la variedad de torenia Summer Wave
Blue [Onda Estival Azul] como la planta hospedadora de
acuerdo con un método usando Agrobecterium de la misma manera
descrita anteriormente. E1 color de flor de 1la torenia

resultante cambié de azul a amarillo.
(4) Ejemplo de Infeccidn en Tabaco, Verbena o Nierembergia.

Usando tabaco, verbena o nierembergia como planta
floricultural, se introdujo un factor de trascripcidn como

gen extrafo.

El gen PHRI Arabidopsis thaliana (Genes & Development,
15: 2122-2133 (2001)), el cual se expresa bajo condicidn de
privacién de fosfato, fue subclonado en un vector pCR2.1
usando un Kit de Clonacién  TOPO-TA (Invitrogen) de
conformidad con el manual. Un producto amplificado por una
reaccidén PCR usando los cebadores PHRE (5'-
ATGGAGGCTCGTCCAGTTCAT-3') y PHRr (5'-TCAATTATCGATTTTGGGACGC-
3'") fue subclonado y denominado como pSPB1892. Un vector
binario pSPB2311 gque tenia un promotor (Mac) ligando una
secuencia potenciadora de un promotor de 35S con un promotor
de manopina sintasa y uﬁ terminador de manopina sintasa (mas)
fue extraido con Smal para obtener pSPB2311A. Un fragmento

suavizado por medio de la extraccidédn de pSBP1892 con EcoRI

il
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fue posteriormente insertado dentro del ©pSBP2311A para

obtener pSBP2314.

Posteriormente, . la Agrobacterium (cepa Agl0) fue
entonces transformada usando pSBP1898 con base en un método
conocido (Plant J., 5, 81, 1994) y el tabaco, la verbena y la
nierembergia fueron transformadas usando la Agrobacterium
transformada que tenia pSPB1898. La transformacién del
tabaco, la verbena vy la nierembergia fue realizada
respectivamente con base en metodos conocidos (Science, 227,
1229, 1985; Plant Cell Rep., 21, 459, 2003; vy, Plant
Biotech., 23, 19, 2006). La introduccién de genes en 1los
cuerpos de las plantas resultantes fue confirmada por medio
de la extraccién de ADN de una hoja de cada uno de los
cuerpos de las plantas seguidos por reacciones PCR empleando
el gen PHRI1 como molde. Se adquirieron 11 plantas
transgénicas PHR1 del tabaco, 16 de la verbena y 1 de la

Nierembergia.

(5) Ejemplo de infeccién en Impatiens y Begonia
Usando Impatiens o Begonia como planta floricultural, se

introdujo un gen de factor de trascripcidén como gen extraro.

La transformacién de impatients (Impatiens Walleriana)
se efectudé basicamente usando las variedades Glitter Red
[Rojo Resplandeciente] (Sakata Seed) y Tempo Pink [Rosado
Compés] (Takii & Co.) de conformidad con la patente de los
Estados Unidos 6,121,511. Después de pre-cultivar é&pices de
yemas, nudos, peciolos y secciones de hoja cortados de

plantulas in vitro por 5 dias en un medio liquido de pre-
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cultivo (medio MS con contenido de 1 mg/L de TDZ), se dejd a
las muestras sin perturbarlas por 48 horas en un medio sélido
de precultivo (medio MS con contenido de 0,05 mg/L de NA, 6

mg/L de Zeatina y 0,3% de goma gellan).

Posteriormente, las muestras fueron infectadas con
Agrobacterium (cepa Agl0) que contenia pSPB2314 seguido por
cultivo durante 4 a 8 semanas en un medio selectivo (medio
MS gue contenia 0,05 mg/L of NAA, 6 mg/L de zeatina, 100 mg/L
de canamicina, 500 mg/L de carbenicilina, 100 mg/L de
cefotaxima y 3% goma gellan) para obtener retofios (Tabla 9).
No fue posible obtener retofios de las secciones de hojas dado
que estas se tornaban café facilmente. Aunque se obtuvieron
numerosos retofios de una sola explantar en el caso de nudos y
dpices de retofios, se considerdé que estas contenian un gran
numero de falsos positivos. La expresidn tomd una
considerable cantidad de tiempo en los retoros obtenidos de
los peciolos y aunque hubo unos pocos, estos parecian ser los

mas confiables.

La transformacién de la begonia (Begonia semperflorens)
se efectudé usando las variedades Ambassador White (Blanco
Embajador) y Ambassador Scarlet (Escarlata Embajador) (Sakata
Seed) . Se>cortaron secciones de hoja y peciolos de pléantulas
in vitro y se infectaron con Agrobacterium (cepa Agl0) que

contenia pSPB2314, seguido por cultivo por 3 dias a oscuras

en un medio de co-cultivo (medio MS que contenia de 0,5 mg/L
de IAA, 0,1 mg/L de TDZ, 0,5% de PVP, 2 mg/L de AgNOs, 200 uM
de acetosiringona y 0,3% goma gellan). - Posteriormente las

muestras fueron cultivadas de 3 a 5 dias en un medio pre-

(O\
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selectivo (medio MS que contenia conténido de 1 mg/L de BAP,
1 mg/L de zeatina, 0,1 mg/L de IAA, 500 mg/L de timentina, 50
UM de acetosiringona y 0,25% de goma gellan), seguido por
cultivo consecutivo por 2 semanas en el medio selectivo 1
(medio MS que contenia 2 mg/L de TDZ, 0,1 mg/L de NAA, 100
mg/L de canamicina, 500 mg/L de timentina y 0.4% de agar),
cultivo por 2 semanas en el medio selectivo 2 (medio MS con
contenido de 0,2 mg/L de BAP, 0,1 mg/L de NAA, 100 mg/L de
canamicina, 500 mg/L de timentina y 0.4% de agar) y 3 semanas
en el medio selectivo 3 (medio MS con contenido de 100 mg/L

de canamicina, 500 mg/L de timentina y 0.4% de agar).

El tejido circundante fue cortado de los retofios que se
formaron durante dicho periodo cuando crecieron hasta un
didmetro de 5 mm o mayor, los retofios se transfirieron al
medio selectivo 4 (medio MS que contenia 150 mg/L de
canamicina, 500 mg/L de timentina y 0.4% de agar) y después
de cultivar por otras 2 a 3 semanas, los retofios fueron
transferidos a un medio de iniciacién de raices (medio MS con
contenido de 100 mg/L de canamicina, 500 mg/L de timentina y

0.4% de agar) para obtener retofios que formaban raices (Tabla

10).
Tabla 9: Numero de Retofios de Impatiens
Variedad Fuente Explantar | No. de Explantares | No. de Retofios
Infectadas Resultantes

Glitter Red Hoja 30 0
Apice del Retofio 82 187

Nudo 145 89

Peciolo 90 0

Tempo Pink Hoja 35 0
Apice del Retofio 196 333

Nudo 418 184

Peciolo 259 5
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Tabla 10: Numero de Retofios de Begonia

Variedad No. de Explantares No. de Retofios
Infectados Resultantes
Ambassador White 940 13
Ambassador Scarlet 805 2

Como se indica anteriormente, se determindé que era
posible introducir un gen extrafio usando Agrobacterium en
plantas horticulturales diferentes a las rosas y los claveles
tales como las petunias, la torenia, el tabaco, la verbena,
la nierembergia, las impatiens o begonias. El gen extrafio
introducido no estd limitado a los genes especificos
ejemplificados en la presente sino que se considera que es
posible incluir cualquier gen en estas plantas
floriculturales usando métodos similares siempre y cuando
éste sea un gen que funcione en la células Ll después de su
introduccién. Dado que la tecnologia de la presente invencidn
puede ser aplicada a las plantas floriculturales a las cuales
es posible introducirles un gen extrafio usando la
Agrobacterium, con respecto a estas plantas, es posible
producir una planta floricultural de la presente invencidn, a
saber una planta floricultural en la cual un gen extrafio esta
Unicamente presente en una parte de las células de la planta

transgénica pero no estd presente en otras células.

APLICABILIDAD INDUSTRIAL

Una planta trangénica producida de acuerdo con el método
divulgado por la presente invencidén es una planta quimérica
que no tiene un gen introducido en la capa celular L2, la
cual que incluye células germinales y similares, sino que
Unicamente tiene el gen introducido en las células de la capa

L1. Dado gque éste tipo de transformada no tiene un gen

5



15

_45_
introducido en las células germinales, se puede prevenir la
posibilidad de que la planta transgénica sea libremente usada
como un progenitor de cruzamiento por un tercero no

autorizado.

Adicionalmente, dado que existe una preocupacién
relativa a las plantas transgénicas con respecto a la
dispersién al mundo natural de wun gen introducido, la
posibilidad de dispersién de un gen introducido puede ser
completamente evitado por medio de la produccidén de una
planta transgénica que no tenga un gen introducido en sus
células germinales. Por consiguiente es posible reducir la
carga colocada en las personas gque intentan usar una planta
transgénica de manera industrial con respecto a la solicitud
de aprobacién para el uso industrial de una planta
transgénica (en Japdén, la “Ley Relativa a Conservacidén y Uso
Sostenible de la Diversidad Bioldgica a través de
Regulaciones concernientes al Uso de Organismos Vivos

Modificados” (Protocolo de Cartagena)).
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REIVINDICACIONES

1. Una planta floricultural que contiene un gen
extrafio unicamente en una parte de sus células, pero no en

otras células.

2. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacién 1, en donde la parte de las células comprende

una parte de una capa celular.

3. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacién 1 o 2, en donde las otras células son células

de polen o células ovulares.

4. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacién 1 o 2, en donde las otras células son células

comprendidas en la capa L2.

5. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacién 2 o 3, en donde la parte de la capa celular o

es la capa L1 o es la capa L1l y la capa L3.

6. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacién 2 o 3, en donde la planta floricultural es una
planta floricultural en de la cual es posible introducir un

gen extrafio mediado por la Agrobacterium.

1. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacién 6, en donde la planta floricultural es
cualgquiera entre rosa, clavel, petunia, torenia, tabaco,
verbena, nierembergia, crisantemo, 1lila, suspiro, boca de

dragén comun, ciclamen, orquidea, lisiantus, fresia, gerbera,
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gladiola, gipsofilia, calanchoe, pelargonium, geranio,
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tulipén, colza, batata, tomate, dlamo, banano, eucalipto,

batata dulce, soya, alfalfa, lupina y coliflor.

5 8. La planta floricultural de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el gen extrafio es un
gen que funciona en las células de la capa Ll después de su

introduccién.

10 9. La planta floricultural de acuerdo con la

reivindicacién 8, en donde el gen extrafio es un gen

relacionado con el color de flor.

10. La planta floricultural de acuerdo con la
15 reivindicacién 9, en donde el gen extraio es un gen

involucrade en la sintesis de flavonoides.

11. La planta floricultural de acuerdo con la

reivindicacién 10, en donde el gen extrafo es un, O una

pluralidad de, gen flavonoide 3',5'- hidroxilasa derivado de

una planta que pertenece a la familia de 1las violetas, gen

transferasa del grupo acilo aromdtico derivado de una planta
perteneciente a la familia de la boca de dragdn, ADNc del gen
flavonoide 3',5'-hidroxilasa derivado de la salvia, gen
25 gendémico de dihidroflavonol 4-reductasa de la petunia y un

gen antocianina sintasa derivado del clavel.

12. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacién 8, en donde el gen extrafio es un gen marcador
30 seleccionable o un gen que codifica un factor de

trascripcidn.
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13. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacién 7, en donde la planta floricultural es una

rosa.

14. La planta floricultural de acuerdo con la

reivindicacién 13, en donde la rosa es Rosa hibrida.

15. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacién 14, en donde la rosa es rosa hibrida de té,

rosa floribunda o miniatura.

16. La planta floricultural de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 13 a 15, en donde el gen extrafio es

un gen relacionado con el color de flor.

17. La planta floricultural de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 13 a 16, en donde el gen extrafio es un gen

involucrado en la sintesis de flavonoides.

18. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacién 17, en donde el gen extrafio es el gen
flavonoide 3',5'-hidroxilasa derivado de wuna planta que
pertenece a la familia de las violetas y/o un gen transferasa
del grupo acilo arom&tico derivado de una planta que

pertenece a la familia de la boca de dragdn.

19. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacién 18, en donde la planta que pertenece a la

familia de las violetas es un pensamiento.
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20. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacién 18, en donde la planta que pertenece a la

familia de la boca de dragdn es una torenia.

21. La planta floricultural de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 13 a 20, en donde el color de flor
cambia a una rosa de color azulado en comparacidén con el de

antes de la introduccidén del gen.

22. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacién 7, en donde 1la planta floricultural es el

clavel.

23. La planta floricultural de acuerdo con 1la
reivindicacién 12, en donde el clavel es de tipo “spray” o de

tipo comun.

24, la planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacién 23, en donde el gen extrafio es un gen

relacionado con el color de flor.

25. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacién 24, en donde el gen extrafio es un gen de una

enzima involucrada en la sintesis de flavonoides.

26. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacién 25, en donde el gen extrafio es un, o una
pluralidad de, ADNc del gen flavonoide 3',5'-hidroxilasa
derivado de 1la salvia, gen gendémico de dihidroflavonol 4-
reductasa de la petunia y gen antocianina sintasa derivado

del clavel.
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27. La planta floricultural de acuerdo con cualquiera
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de las reivindicaciones 22 a 26, en donde el color de flor
cambia a un clavel de color azulado en comparacién con el de

antes de la introduccidén del gen.

28. Un tejido que tiene las mismas propiedades que la
planta floricultural de acuerdo <con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 27, o un producto de propagacidn

10 vegetativa de este.

29. Un método para producir la planta floriculrural de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27, que
comprende una etapa de introduccién de un gen extrafio dentro

15 de una planta mediado por Agrobacterium y la seleccidédn de una
planta en la cual el gen extrafio Unicamente estd presente en

una parte de sus células.

30. Un método para prevenir la dispersidén al mundo

’ 20 natural de un gen introducido mediante la produccidén de una
‘ planta floricultural gue no tiene un gen extrafioc en sus
células germinales de acuerdo <con cualquiera de 1las

reivindicaciones 3 a 27.
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RESUMEN

Se produce una rosa en la cual un gen introducido esta
presente uUnicamente en una parte de sus células, tales como
las células la capa L1 de los pétalos de la flor, pero no
estd presente en células germinales ni en células ovulares.
Dado que el gen introducido no se propaga a otras rosas, aun
cuando esta rosa sea cruzada con otras rosas, es posible
evitar completamente la posibilidad de dispersién del gen

introducido.

&
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SEQUENCE LISTING

W

NAT/in . g
FJ%NEGGB/GGS?iﬁ

{110>International Flower Developments .Proprietary Limited
<{120>Method for producing periclinal chimera transgenic rose

<130>V568-PCT
<160>12

21001

Q11T

<212>DNA
QIDArtificial Sequence
220>

Q21>

Q2

<223>ATC primer
<400>1

gayttyggit ggggiaa
<210>2

21123

<212>DNA
213>Artificial Sequence
220>

Q2D

222>

<223>0ligo dT primer
<400>2

tttttttttt tetttttete gag
<210>3

<211>1808

<212>DNA
<{213>Torenia

- <2200

Q21>

222>

223>

<400>3

-

cttcaaagcc aaaaagaaac aattaatca atg gct gtt gaa gcc ccc aaa aca

-~

Met Ala Val Glu Ala Pro Lys Thr
179

17

23

93




ata
[le

aca
Thr

25
ttt
Phe

tca
Ser

aaa
Lys

aac
Asn

cgt
Arg
105
tce
Ser

act
Thr

gat
Asp
ata
Ile

gtc
Val

tgt

Cys

10
gaa
Glu

cat
His

cat
His

act
Thr

ccg
Pro

90
tat
Tyr

ggt
Gly

gga
Gly

ttt
Phe

gca
Ala
170
atc
Ile

gca
Ala

caa
Gln

cca
Pro

ttt
Phe

ctc
Leu

15
acc
Thr

aaa
Lys
cat
His

aat
Asn

cga
Arg
155
gtt
Val

aac
Asn

gtc
Val

act
Thr

atg
Met

cte
Leu

60
aga
Arg

cat
His

cect
Pro

gaa
Glu

tte
Phe
140
gac
Asp

caa
Gln

agt
Ser

cte
Leu

ctt
Leu

caa
Gln

45
gaa
Glu

cac
His

gac
Asp

g8c
Gly

gac
Asp
125
cag
Gln

ccg
Pro

atc
[le

cac
His

gaa aac
Glu Asn

15
tca ctc
Ser Leu
30
tgc ctt
Cys Leu

gce aca
Ala.Thr

tat ctt
Tyr Leu

atg gat
Met Asp
95
gac tcg
Asp Ser
110
aat acg
Asn Thr

aga gat
Arg Asp

gaa acC
Glu Thr

aca ctc
Thr Leu

175
gta gtt
Val Val

tct
Ser

aca
Thr

glg
Val

gtt
Val

cca
Pro

80
gat
Asp

gtt
Val

act
Thr

tgc
Cys

gaa
Glu
160
ttt
Phe

gec

[
ctt
Leu

ttc
Phe

ttg
Leu

ccg
Pro

65
tta
Leu

gat
Asp

tct
Ser

act
Thr

gat
Asp
145
tce
Ser

cca
Pro

gat

att
Ile

ttt
Phe

tac
Tyr

50
age
Ser

tca
Ser

gaa
Glu

cta
Leu

gdad.

Glu
130
caa
Gln

aat
Asn

ggt

aca

Thr

gac
Asp

35
aac
Asn

ttc
Phe

gga
Gly

tcg
Ser

acc
Thr
115
gaa
Glu

tte

Phe

tgc
Cys

get

Gly Ala

gcg agt
Gly Asp Ala Ser

2/9

cca
Pro

20
atc
Ile

tte
Phe

aaa
Lys

aac
Asn

aac
Asn
100
gtt
Val

tac

Tyr

tat
Tyr

aca
Thr

Bg8
Gly
180
tce
Ser

caa
Gln

aaa
Lys

cca
Pro

tca
Ser

fta
Leu

agt.

Ser

teg

Trp

tgt
Cys

tca
Ser

70
tac
Tyr

86

atg
Met

gca
Ala

ttc
Phe

gat
Asp

gta
Val
165
ata
Ile

ata
[le

cce
Pro

gag
Glu

aat
Asn

cte
Leu
150
atc
Ile

tgt
Cys

gtg

ace
Thr

gtt
Val

tet
Ser

55
cte
Leu

tat
Tyr

gag
Glu

tac
Tyr

tac
Tyr
135
tta
Leu

cca
Pro

ctg
Leu

g8d

cat
His

40
aag
Lys

tce
Ser

cca
Pro

atc
[le

ttc

Phe
120
cte
Leu

cce
Pro

ctt
Leu

ges
Gly

ttc

Val Gly Phe

101

149

197

245

293

341

389

437

485

533

581

629
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POT/P2088/056748
185 190 195 : 200
atc aaa gct tgg agt aaa gtt gca atg tat gaa gac gat gaa gag att 677
Ile Lys Ala Trp Ser Lys Val Ala Met Tyr Glu Asp Asp Glu Glu Ile
205 210 s
cta gct aac aac aat ttg att cca tct tat gac aga tca gtc gtg aaa 725
Leu Ala Asn Asn Asn Leu Ile Pro Ser Tyr Asp Arg Ser Val Val Lys
220 : 225 230 '
gat cca aaa ggg atc aaa tct ttg ctc tgg aac aag atg aag aac gtg 173
Asp Pro Lys Gly Ile Lys Ser Leu Leu Trp Asn Lys Met Lys Asn Val
235 240 245
aaa tat caa ccc caa ccc gca aaa cat ctc cca aca aac aag gic cga 821
Lys Tyr Gln Pro Gln Pro Ala Lys His Leu Pro Thr Asn Lys Val Arg
250 255 260
gce aca tac acc ttg aga aag aac gat atc gag agg ctg aaa acc cga 869
Ala Thr Tyr Thr Leu Arg Lys Asn Asp-Ile Glu Arg Leu Lys Thr Arg
265 270 275 280
atc cga tcc aag aaa cca ggc aca acc tge tta tca tct ttc aca atc 917
Ile Arg Ser Lys Lys Pro Gly Thr Thr Cys Leu Ser Ser Phe Thr Ile
' 285 290 - 295
gca aca gcc tat get tgg aca tge cft geca aaa tct gca gca gaa gct 965
Ala Thr Ala Tyr Ala Trp Thr Cys Leu Ala Lys Ser Ala Ala Glu Ala
300 305 ' 310
gaa gaa caa gta gtc caa gac agt gac gac gag cac ttg ctc atg ccc 1013
Glu Glu Gln Val Val Gln Asp Ser Asp Asp Glu His Leu Leu Met Pro
315 - 320 ' 325
gtt gat ttg aga cca aga ata gat cct cca tta cca cct tct tac ttt 1061
Val Asp Leu Arg Pro Arg Ile Asp Pro Pro Leu Pro Pro Ser Tyr Phe .
‘ 330 335 340
gga aac tge gtt ctt cca tct ttt gcg aaa acg acg cat ggg ctt tig 1109
Gy Asn Cys Val Leu Pro Ser Phe Ala Lys Thr Thr His Gly Leu Leu
345 350 355 360
aaa gga gag tta geg ctt ttt aat gea gtg gaa gtg att agt gat gtc 1157
Lys Gly Glu Leu Gly Leu Phe Asn Ala Val Glu Val Ile Ser Asp Val
365 370 375
att acc ggt atc gtt agc aag aaa tat gac ttg ttc aaa gac tta gac 1205

~Ile Thr Gly Ile Val Ser Lys Lys Tyr Asp Leu Phe Lys Asp Leu Asp
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POT/JP20G8/05667486

380 : 385 . 390
aga caa ggt gag att ttt cgt gce ttg ttc gga aaa cga gtg ttg geg 1253
Arg Gln Gly Glu Ile Phe Arg Ala Leu Phe Gly Lys Arg Val Leu Ala
' 395 400 405
atc atg ggt tcg cct aag ttc gat ctc tac gaa git gat ttc ggg tgg 1301
Ile Met Gly Ser Pro Lys Phe Asp Leu Tyr Glu Val Asp Phe Gly Trp
410 415 420
ggt aag ccg aag aag att gda cct gtg tcc att gat aga gag agg acg 1349
Gly Lys Pro Lys Lys Ile Glu Pro Val Ser Ile Asp Arg Glu Arg Thr
425 . 430 435 440
act atg tgg att agc aag tct ggc gag ttt gag ggt gga tig gag att 1397
Thr Met Trp Ile Ser Lys Ser Gly Glu Phe Glu Gly Gly Leu Glu Ile
445 » 450 ‘ 455
ggt ttt tct ttc aat aag aag aaa atg gat gct ttt ggc gag tgt ttt 1445
Gly Phe Ser Phe Asn Lys Lys Lys Met Asp Ala Phe Gly Glu Cys Phe
. 460 465 470

aac agc ggt ttg aag gat att taatttaaaa aattgtttag ctttgatgeca 1496
Asn Ser Gly Leu Lys Asp Ile

475
tgcgttttat atatgttgte aaataatgte gtgtgcaata actagagtaa ctttaggtta 1556
ataaattcgg tttttctgtt aaatctgsat gattcgtgca agcaaactgt cgatgegttg 1616
gatggatgtc ggetiggtgly gagattigtte aagaaggaaa tggatgettt ttttatggtg 1676
gtttgaagga tttgaatgtg tagattattg gtttattgag gttgtttata tttgtgtatg 1736
ttgtttatgc atgaaaaata tttagatccc aacattttat gtatgacgtg gtttaatatt 1796
tcgatttcga tc _ ) 1808
<2104 '
C211>1781
<212>DNA
<213>Pangy
<2207
Q221>
QI
223
<400>4
gacaac atg gca att cta gtc acc gac ttc gtt gtc gcg gct ata att 48

Met Ala Ile Leu Val Thr Asp Phe Val Val Ala Ala Ile Ile
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o &

tte
Phe

15
cga
Arg

cct
Pro

aag
Lys

gtc
Val

.ctc

Leu
95

tac:

Tyr

act
Thr

gat

Asp

ttg
Leu

ccg
Pro

ctc
Leu

tat
Tyr

gcg

Ala

80
aac
Asn

ggc
Gly

tta
Leu

gat
Asp

|
atc
Ile

cte
Leu

cta
Leu

ggt
Gly

65
tce
Ser

tte
Phe

gcg
Ala

aga
Arg

tgg
Trp
145

gce atg tgce

Ala

atg
Met
175

Cgg

Met

160

cte
Leu

c8c

Cys

acg
Thr

gtg

act
Thr

cce
Pro

ggc
Gly
50
ccg
Pro

acc
Thr

tce
Ser

cag
Gln

aaa
Lys
130
gca
Ala

gag
Glu

tac
Tyr

ttc

Arg Arg Val Phe

cgg
Arg

ccg
Pro

35

gece
Ala

atc
Ile
cec
Pro

aac
Asn

gac
Asp

115"

ttg
Leu

aat
Asn

gcg
Ala

gCcC
Ala

gtg

5
ttc tta
Phe Leu

20
ggt cct
Gly Pro

atg cct
Met Pro

atg cac
Met His

gag tcg
Glu Ser
85
cgc cca
Arg Pro
100
tta gtc
Leu Val

agc aac
Ser Asn

gtg magg
Val Arg

agc cgg

Ser Arg
165

atg gcg

Met Ala

180

acc aaa

gtt
Val

cte
Leu

cac
His

cta
Leu

70
get
Ala

cce
Pro

ttc
Phe

cte
Leu

gtc
Val
150
tgc
Cys

aac
Asn

g88

cgt
Arg

ggt
Gly

gtc
Val

55
aaa
Lys

cga
Arg

aac
Asn

gce
Ala

cac
His
135
acce
Thr

geg
Gly

atg
Met

acce

Val Thr Lys Gly Thr

tct ctt
Ser Leu

25
tgg ccc
Trp Pro
40
gca cta
Ala Leu

atg gsc
Met Gly

gee tte
Ala Phe

gCg 88C
Ala Gly
105
aag tac
Lys Tyr
120
atg cta
Met Leu

gag cta
Glu Leu

gag ccCcC
Glu Pro

atc gst
Ile Gly

185
gag tct
Glu Ser
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10
ttc

Phe

ttg
Leu

gce
Ala

acg
Thr

ctc
Leu

90
gca
Ala

ggt
Gly

g8c
Gly

ggc
Gly

gtg
Val
170
caa
GIn

aac
Asn

448
Lys

gtg
Val

aaa
Lys

tgc
Cys

75
aaa
Lys

tce
Ser

ccg
Pro

444
Gly

cac
His -
155
gig
Val

gig
Val

gag
Glu

aaa
Lys

ggc
Gly

cte
Leu

60
gac
Asp

acg
Thr

cac
His

a8g
Arg

aag
Lys
140
atg
Met

ctg
Leu

ata
[le

ttc
Phe

cca
Pro

gcce
Ala

45
get
Ala

atg
Met

cta
Leu

cta
Leu

tgg
Trp
125
gcg
Ala

ctt
Leu

gce
Ala

ctc
Leu

aaa
Lys

ace
Thr

30
ctc
Leu

aag
Lys

gtg

Val

gac
Asp

gcg
Ala
110
aag
Lys

ttg
Leu

aaa
Lys

gag
Glu

agc
Ser
190
gac
Asp

96

144

192

240

288

336

384

432

480

028

976

624 -



atg
Met

tte
Phe

atg

Met

aag
Lys
255
cte
Leu

agt
Ser

aCcg
Thr

- aag

Lys

atc
Ile
335
tac
Tyr

cet
Pro

tac
Tyr

glg
Val

afa
Ile

aag
Lys
240
gag
Glu

gac
Asp

att
Ile

gac
Asp

aat
Asn
320
ggt
Gly

cta
Leu

cte

Leu

tac
Tyr

gte
Val

cce
Pro
225
aag
Lys

cat

His

gtt
Val

ace
Thr

aca
Thr
305
ccg
Pro

cgt
Arg

caa
Gln

aac
Asn

atc
Ile

gag
Glu
210
tcg
Ser

ctg
Leu

aga
Arg

cte
Leu

aat
Asn
290
tct
Ser

acsg
Thr

gat
Asp

gcc
Ala

ttg
Leu
370
cet

195
ttg
Leu

atc
Ile

cac
His

geg
Ala

tte
Leu
275
atc
Ile

tcg
Ser

ate

[le

cgg
Arg

att
I[le
355
ccg

atg
Met

get
Ala

acg
Thr

acg
Thr
260
gaa
Glu

aaa
Lys

agc
Ser

tta
Leu

agg
Arg
340
get
Ala

agg

-

acg
Thr

tgg
Trp

aag
Lys
245
agt
Ser

gaa
Glu

get
Ala

ata
Ile

aaa
Lys
325
ctg
Leu

daa

Lys

att

tee
Ser

atg
Met
230
tit
Phe

cat
His

tgc
Cys

gtc
Val

atc
Ile
310
aag
Lys

cte
Leu

gaa
Glu

gcg

gee
Ala
215
gat
Asp

gat
Asp

gag
Glu

gac
Asp

ctt
Leu

200

ggg
Gly

ttg
Leu

gtg
Val

cgc
Arg

aat
Asn
280
ttg
Leu

295 -

gaa
Glu

gC8
Ala

gaa
Glu

acsg
Thr

atc

Pro Arg Ile Ala Ile

375

aag gac gcg agg ctt
Pro Lys Asp Ala Arg Leu

tegg
Trp

caa
Gln

tcg
Ser

tat
Tyr
360
caa
Gln

age
Ser
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tac
Tyr

caa
GIn

tta
Leu

aaa
Lys
265
aca
Thr

aat
Asn

gcg
Ala

gag
Glu

gac
Asp
345
cgc
Arg

gca
Ala

gtg
Val

tte
Phe

g8g
Gly

tte
Leu
250
888
Gly

aat
Asn

cta
Leu

tta
Leu

gag
Glu
330
ata
Ile

aaa
Lys

tgt
Cys

aac
Asn

aac
Asn

atc
Ile
235
acg

atc
Ile
220
gag

Glu

dag

205

ggt
Gly

cga
Arg

atg

Thr Lys Met

adg

gca

gat

Lys Ala Asp

gge
Gly

ttc
Phe

acg
Thr
315
atg
Met

tcg
Ser

cac
His

gaa
Glu

att
Ile

gag
Glu

acg
Thr
300
gag
Glu

gat
Asp

agc
Ser

ccg
Pro

gtt
Val
380
tgg
Trp

aag
Lys
285
gcg
Ala

atg
Met

cga
Arg

ctc
Leu

tcg
Ser
3609
gat
Asp

gcg
Ala

FoT/

gac
Asp

geg
Gly

gtg
Val

ttc
Phe
270
ctt
Leu

ggc
Gly

atce
Ile

gte
Val

ccg
Pro
350
acg
Thr

ggc
Gly

atc
Tle

JR28L8/85

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

(A
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- 383 390 395
ggt cge gac ccg aat gtt tgg gag aat ccg ttg gag ttc ttg ccg gaa
Gly Arg Asp Pro Asn Val Trp Glu Asn Pro Leu Glu Phe Leu Pro Glu

400 405 410
aga tfc ttg tct gaa gag aat ggg aag atc aat ccc ggt ggg aat gat
Arg Phe Leu Ser Glu GluAsn Gly Lys Ile Asn Pro Gly Gly Asn Asp
415 420 425 430
ttt gag ctg att ccg ttt gga gcc ggg agg aga att tgt gcg ggg aca
Phe Glu Leu Ile Pro Phe Gly Ala Gly Arg Arg Ile Cys Ala Gly Thr
435 440 T 445
agg atg gga atg gtc ctt gta agt tat att ttg ggc act ttg gtc cat
Arg Met Gly Met Val Leu Val Ser Tyr Ile Leu Gly Thr Leu Val His
450 ' 455 - 460
tct ttt gat tgg aaa tta cca aat ggt gtc gct gag ctt aat atg gat
Ser Phe Asp Trp Lys Leu Pro Asn Gly Val Ala Glu Leu Asn Met Asp
465 470 475
gaa agt ttt ggg ctt gca ttg caa aag gecc gtg ccg cte teg gee ttg
Glu Ser Phe Gly Leu Ala Leu Gln Lys Ala Val Pro Leu Ser Ala Leu
480 . 485 490

gtc agc cca cgg ttg gee tca aac gcg tac geca acc tgagctaatg
Val Ser Pro Arg Leu Ala Ser Asn Ala Tyr Ala Thr
495 500 505
ggetgggeet agitttgtgg gecttaattt agagactttt gtgttttaag gtgtgtactt
tattaattgg gtgcttaaat gtgtgttita atttgtattt atggttaatt atgactttat
tgtataatta tttatttttc ccttctgggt attttatcca tttaattttt cttcagaatt
atgatcatag ttatcagaat aaaattgaaa ataatgaatc ggaaaaaaaa aaaaaaaaaa
aaaaaaa
<21025
211>19
<212>DNA
C213Artificial Sequence
<2205
Q21>
222>
<223>BP40-F2 primer
<400>5

L

/9

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1034

1594
1654
1714
1774
1781
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¥ 4

i

gagctaggee acatgetta
<210>6

Q21119

<212>DNA

<213 Artificial Sequence
<2205

Q21

22

<223>BP40-R3 primer
<400>6 '
ctttgegete atgactegt
Q10>T

211722

<212>DNA

{213>Artificial Sequence
220> |

RV

222>

<223>TAT7-50F primer
<400>7

aacaatatgt gcagtccteg aa
<210>8

Q119

<212>DNA

213>Artificial Sequence
<220

Q2D

<222

{223>ATC primer

<400>8

aactcgcatc gccaactac
<210>9

211724

<2125DNA

213Artificial Sequence

<220>

8/9
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-HHNP2838/858?48

19

19

22

19



221>

222>

C223>ATC primer

<400>9

gattgaacaa gatggattge acgc
210010

211>24

<212>DNA

<213>Artificial Sequence
<220

Q22D

222>

<223>ATC primer

<400>10

cgaagaactc cagcatgaga tcec
<210>11

<211>19

<212>DNA

<213>Artificial Sequence
<220>

Q221

<222

<223>Rh ANS 69-r1 primer
<400>11

tttgatcttc ccattgage
<210>12

<211>20

<212>DNA .

- <213Artificial Sequence
<220>

Q221>

<222

<223>ATC primer

<400>12

tccgeggtge gaagatceccee
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(71)Solicitante(s)  INTERNATIONAL FLOWER

DEVELOPMENTS PROPRIETARY LIMITED

(72) Inventor(es)  JUNICHI TOGAMI

EKATERINA MOURADOVA

(74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
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(54) Titulo: ~ METODO PARA PRODUCIR UNA PLANTA QUIMERICA CON UNA CAPA SUPERFICIAL TRANSGENICA

Reivindicacion(es):

1. Una planta floricultural que contiene un gen extrafio
Unicamente en una parte de sus células, pero no en otras
células.

2. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacion 1, en donde la parte de las células comprende
una parte de una capa celular.

3. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacion 1 0 2, en donde las otras células son células de
polen o células ovulares.

4, La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacién 1 0 2, en donde las ofras células son células
comprendidas en la capa L2.

5. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacion 2 0 3, en donde la parte de la capa celular o es
lacapalLtloeslacapaltylacapal3.

6. La planta floricultural de acuerdo con |la
reivindicacion 2 o 3, en donde la planta floricultural es una
planta floricultural en de la cual es posible introducir un gen
extrafio mediado por la Agrobacterium.

7. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacion 6, en donde la planta floricultural es cualquiera
entre rosa, clavel, petunia, torenia, tabaco, verbena,
nierembergia, crisantemo, lila, suspiro, boca de dragén comun,
ciclamen, orquidea, lisiantus, fresia, gerbera, gladiola,
gipsofifia, calanchoe, pelargonium, geranio, tulipan, colza,
batata, tomate, &lamo, banano, eucalipto, batata dulce, soya,
alfalfa, lupina y coliflor.

8. La planta floricultural de acuerdo con cualquiera de
tas reivindicaciones 1 a 7, en donde el gen extrafio es un gen
que funciona en las células de la capa L1 después de su
introduccion.

9 La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacion 8, en donde el gen extrafio es un gen
relacionado con el color de flor.

10. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacion 9, en donde el gen extrafio es un gen
involucrado en la sintesis de flavonoides.

1. La planta floricultural de acuerdo con Ia
reivindicacion 10, en donde el gen extrafio es un, o una
pluralidad de, gen flavonoide 3',5'- hidroxilasa derivado.de una
planta que pertenece a la familia de las violetas, gen .
transferasa del grupo acilo aromatico derivado de una planta
perteneciente a la familia de 1a boca de dragén, ADNc del gen
flavonoide 3',5-hidroxilasa derivado de la salvia, gen
gendmico de dihidroflavonol 4-reductasa de la petunia y un
gen antocianina sintasa derivado del clavel.

12. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacion 8, en donde el gen extrafio es un gen marcador
seleccionable o un gen que codifica un factor de trascripcion.

13. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacién 7, en donde la planta floricultural es una rosa.

14. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacion 13, en donde la rosa es Rosa hibrida.

15. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacién 14, en donde la rosa es rosa hibrida de té, rosa
floribunda o miniatura.

16. La planta floricultural de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 13 a 15, en donde el gen extrafio es un -
gen relacionado con el color de flor.

17. La planta floricultural de acuerdo con cualquiera de
las rejvindicaciones 13 a 16, en donde el gen extrafio es un
gen involucrado en la sintesis de flavonoides.

18. La planta floricultural de acuerdo con la
reivindicacion 17, en donde el gen extrafio es el gen
flavonoide 3',5-hidroxilasa derivado de una planta que
pertenece a la familia de las violetas y/o un gen transferasa
del grupo acilo aromético derivado de una planta que
pertenece a la familia de fa boca de dragon.
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Industria y Comercdio,
SUPERINTENDENCIA

. REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION ATRAMITE

PCT
'PATENTE DE INVENCION ‘{X]/ MODELO DE UTILIDAD | |
¢ Indicacion de que se solicité la concesién de una patente , : [4/ )
¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona Que presenta la solicitud [//?
® Descripcion de (a invencién Lo S : [
¢ Dibujos de ser estos pertinentes . ' [_4]/
% Comprobante de pago de las tasas establecidas [
, COMPLETA ;( ' - INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

\ 4 | lndicac_ién de que se solicita el registro de Disefio Industrial

[ ]
¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona qué presenta la solicitud [ ]
* Representacion grafica y fotograﬁpa"*del Disefio Indystrial o muestra del [ ]

material que incarpora el disefio - . A AR
¢ Comprobante de page de Ias tasas establecidas i I ]
. . ,—"iz:/-‘!'::
COMPLETA [ ] . INCOMPLETA [ ]
g,
ESQUEMA DE TRAZADO [ ] "INV '
.0 Indicacién de.que se solicita el regis":tjro de un.Esquema de Trazado - [ .]
® Datos de identi_ﬁcacién del solicitante 0 de |a persona que presenta‘a solicitud [ ]
R 2 Representacion grafica del esquema trazado , . [ ]
~® Comprobante de pago de las tasas establecidas , [ ]-
COMPLETA 41/ INCOMPLETA [ ]
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NS Industria y Comercio
‘.{):' SUPERINTENDENCIA

BiCeNTERARIO ¢
Bogota,
2020

Doctor (a)

SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIA

Apoderado(a) y/o Representante de

INTERNATIONAL FLOWER DEVELOPMENTS PROPRIETARY LIMITED

REFERENCIA Radicacidén No. 9 106063
Solicitud internacional PCT/JP2008/056746
Fecha inicio fase nacional 29/10/2009
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 430
Oficio No. W 237

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidén 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesidn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante, conforme a lo
establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisidn 486 de la Comisidn de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos
deberdn legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
cédigo de Procedimiento Civil. Cuando se trate de las declaraciones a que hace
referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacidén en Materia de Patentes
PCT., el alcance de 1las tales declaraciones se determinarid segin indiquen
claramente una cesidén de derechos del inventor al solicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerarid abandonada y perdera su prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.1l0 de 2001.

JESYUS FERNEL—-GARC] ARCIA

Director de Nuevas Creaciones (E)

anterior requerimiento fue notificado por fijacidén en lista de

fecha___________ELS ENE.ZB&B

adpall
Al contestar favor indigue el namero Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
de radicacidén consignado en el rétulo Sede CAN: Av. Carrera S0 No. 26 - 55 int.2. Tel 5880070

Call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogotd D.C. Coleombia



