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Industria y Comercio
SUPERINTENDENC!A
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y .COMERCIO )
!
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" Fecha: 2009 09 23 16 57 17
Tra 11 PATENTEIYIl
Act 411 PRESENTACION

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD D'E PATENTE

Dep 2020 NUECREACIONE
Evre\378 FASENACJONALI ‘
Félios: 99 M
- o R °

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
SOLICITUD DE:
Xl Patente de Invencion. [1 Patente de Modelo de Utilidad.
Xl capitulo I. [] Capitulo II.
Nombre: INTERNATIONAL FLOWER
DEVELOPMENTS PROPRIETARY LIMITED
sociedad constituida y existente bajo Ias : 2
SOLIC;}'ANTE leyes de Australia, IDENTIFICACION
() e o cc. O Nt O
ireccion: Bunadroorg,ve’ CE ] Otro ]
Victoria-3083, Cual
Australia .
Nimero
Domicilio: Victoria,
Australia
Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 4°. No. 72-35 cC NIT O
Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE Fax: 211 86 50 C.E. ] Otro ]
O APODERADO '
E-mail: clientes@cavelier.com Cual ____
Domicilio: Bogota, Colombia. Numero 35456344 T.P.23.555

®

1. Noriko NAKAMURA
c/o Suntory Limited,
Research Center,

2. Masako MIZUTANI
c/o Suntory Limited,
Research Center,

INVENTOR (ES) 1-1‘-’1 Wakayamadai, 1-1'-1 Wakayamadai,
(72) Shimamoto-cho, Shimamaoto-cho,
Mishima-gun, Mishima-gun,
Osaka 6188503, Osaka 6188503,
Japén Japén

3. Yoshikazu TANAKA
c/o Suntory Limited,
Research Center,
1-1-1 Wakayamadai,
Shimamoto-cho,
Mishima-gun,

Osaka 6188503,
Japon

PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/JP2008/056000
Publicacién Internacional No. WO 2008/117860 A1

Fecha: 21 de marzo de 2008
Fecha: 2 de octubre de 2008

Titulo (54)
: @ METODO PARA LA DETERMINACION DE PRESENCIA DE CRUCES CON ROSA
CULTIVADA EN ROSA SILVESTRE

@ Clasificacion Internacional (51) C12Q 001/068




CAVELIER ABOGADOS COLO 15218-841-003-8 ID-158621

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

9

siXl Nnold JP 23 de marzo de 2007 2007-077882

Comprobante de pago No.: 09-68,551 Fecha: 14 de septiembre de 2009
' 09-68,586 14 de septiembre de 2009

X 00O O00O0 EROK K xxe‘ @

Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 540.000.00.
Comprobante de pago por 1 reivindicacion adicional después de la decimoquinta reivindicacion
por $25.000.00.

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

Poderes, si fuere el caso.

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

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, 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 ¢ autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material bioldgico.

Arte final 12x12

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

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

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS
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@ FIGURA CARACTERISTICA

@ Solicito la concesidn de la patente,

NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

FIRMA : %’9 @é/ﬂéﬂ@a @%EQ

C.C. 35.456.344 de Usaguén T.P. 23.555

JGG




CAVELIER ABOGADOS COLO 15218-841-003-8 1D-158621 %

DOCUMENTOS ANEXOS

-t

. X Publicacion Internacional WO 2008/117860 A1
Descripcién:
Paginas 20 en el idioma original
Paginas 31 en espariol
Reivindicaciones: Numero (s) 16

Figuras: Nimero (s) 1

2. XI Forma PCT/ISA/210. Informe de Blsqueda Internacional.

W

. Listado de Secuencias.

4. [X] Extracto de publicacién.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA
FASE INTERNACIONAL
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Representation
authentication and Apostille for patents, utility
industrial designs, trademarks, commercial
emblems, domain names, slogans, licenses.

S

Representacion y Poder con autenticacién notarial y Apostille
para patentes, modelos de utilidad, diseiios industriales,
marcas de fabrica, nombres comerciales, ensefias, nombres
de dominio, lemas comerciales, licencias. '

notarial
models,
names, trade

and Power-of- Attorney with

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY

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

FS2\%
600 7.

INTERNATIONAL FLOWER DEVELOPMENTS PROPIETARY LIMITED

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

ratify the patent application Ne. 06. 024. 513 filed by Emilio FERRERQ before the Colombian Patent Office on March 10, 2006.

presente nombramos a EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
{LO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
r DANIEL PENA, tpa. 65620, domiciliados en la Carrera 4* N°
Bogotd, Colombia, en obedecimiento a lo dispuesto en el
‘o 1o del Articulo 543 del Cédigo de Comercio, el primero como
1 y los demas como suplentes, en su orden, como mis {nuestros)
itantes en todos los asuntos de propiedad industriai con facultad
:cibir notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
iciales. El primer representante suplente reemplazard al principal
de ausencia o impedimento temporal o definitivo de aquél. La
‘egla sc aplicara cuando el segundo representante suplente haya
plazar al primero, o el terccro al segundo. En tales casos, el
itante principal, o el primero, o segundo suplente, en su caso, o
declararan su intencidn de no gjercer la representacion mediante
i6n autenticada por Notario Publico en Colombia, o por Notario
uncionario Pablico, o Cénsul de Colombia, en el extranjero; y si
e de impedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de los
los faltare definitivamente, el siguiente tomara su lugar. Cuando
a ausencia o impedimento del representanie principal, o de su

o segundo suplentes, en su caso, podrdn ejercer la
itacidn, en su orden, uno u otros segun el caso, asumiéndola por
hecho de ejercerla, cesando en ese momento el ejercicio de la

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

, confiero {conferimos) poder a los abogados arriba nombrades,
tener la proteccidn de mi (nuestra) propiedad industrial y contra
yetencia desleal, a cuyo efecto autorizo (amos) a los dichos
dos para que me (nos) representen ante cualesquiera entidades o
5, gjerzan o no jurisdiccion, especialmente ante ias del orden
trativo, contencioso_administrativo y judicial, asi como los

es de

in due compliance with the terms of paragraph Ist. 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,
Bogota, 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 altemate 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 Consul 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 so that they may obtain the protection of my (our)
industrial property and against the unfair corpetition, for which purpose [
(we) authorize the said attorneys to' represent me (us) before any
authorities or persons, with or without juri; dgm':_apﬁ;:‘ lly those
administrative, admini f-t%g‘:‘ligmmﬁf F;;glggiﬁfjﬁg%l%l‘?ﬁ&%%? before

ORIGINAL S QUE: HE - TENIDO "ATLA
Eg'(;%m_;gg;}'nmamn DF 0%, 0M8Y

16 SET. 2608

Arbitration Court, in al_i:




abitraments, ¢n todo lo concomienie 2 los siguientes asumtos. a)
Obtencion de paientes de invencién, modclos de wiilidad, y disedos
industriales: ¢l regisiro de marcas de fabrica, colectivas, defensivas,
de servicio, lemas comerciales, nombres comerciales, ensefa-
- —ibres de domimo, vanedades vepe ales v denominaciones uu
¢ :cn: suorenosvacién, lraspaso. camehic de nombre o domicilio,
cancelactdn volumaria; v cl regisir. de licencias de uso de esos
derechos: b) Las acciones de compelencia desleal, protecctdn del
consumidor,  oposiciones u observaciones,  cancelacién
adininistictiva y judicial, nulidad, medidas cautelares, concesion (e
4 .ncias, la wicla la proleccion de secretos industriafes, y @n
general  fos  juictos  cwiles, penales, admunistrativos o
contenciosoadminisiraivos  relacionados con  estos  derechos,
4CCIONES y Procesos que promovamos o se nos promucvan. Y para
que en todos los asuntos amba determunadas, puedan sustituir cstc
mandate, transigir, concibiar, admitir los hechos del proceso,
oesistir, cancclar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de agentes

oﬁc‘.s,

Dado y firmado hoy/Given and signed thsél

matiers concerming the following: a) Obtainment of patents, utility
rmodels and industrial designs; the registration of trademarks,
collecuve, defensive and service marks, slogans, comunercial names,
trade emblems, domain names, vegelal varienes und denomunations
of origin: 1ts rencwal, assignment, change of name or domicile,
voluntary cancellanon; and the registration of licenses of use of the
above rights; b) Actions of unfair competinon, protection lo the
consumer, oppasiions or observations, admunistrative or Coun
cancellation, nullity, mfringement, granting of hcenses, the achion
for “writ mandamus, the protection of trade secrets, and in generul
the civil, penal, and admunistrative suns relating 1o those rights;
actians and suits institeied by me (us) or against me (us). And that
in all the obove mariers they may substitute this Power of Altomey,
compromise, conciliate, admil the facts of the case, desist, cancel,
receive, resign, and ratify acts done by representatives without a
power of attorney.

tq’vc st Roc(

en/in M-&\\D DU VWe _Qf\)‘%c\-wx\\&

TosdWMWe

fewteagy  Dive dor

INTERNATIONAL FLOWER DEVELOPMENTS PROPRIETARY LIMITED

?r( }\f A’Sl»:!ilf\-—».
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AGO CONSTAR QUE LA FO?OL% o ;
PIA C

ELORIGIN -TENIDO A Lo{\” NC‘DE




CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD)

El infrascrito Notano Certifica: Que la firma que antecede de

es auténtica; que el signatario desempefia actuatmente el cargo
de

NOTARIAL CERTIFICATION (COMPANY)

The undersigned Notary certifies: That the preceding signature

. of

Toouitico  Aowncaen
is authentic, that the signatory currently acts in the position of___

Dice thonr

de la compaidia

3

of the company INTERNATIONAL 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 compafiia es

>

thatthe addressis_ 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 comresponding doauments. \
\ <
Given and signed in W\G(\ oo ri~a ‘A/\"\%%\&

on 313 Puaaust Rook
T

My Commission is not
limited by time

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEO1-179 (MINUTA 12.1.1.2.5)

PETER ZOUPA
Notary Public
Melibourne Victoria
Austrzlia

(Signature-seal)

g )N "SEXTA OEL CIRCULO DE S0GUTA)
E%Ggoﬁ':\?sgg&gm GUE LAFOTOCOPIA COWCIDE 4
O~ EL- ORIGINAL -QUE - HE TENIDO™ A-LA-VISTA

Genth D.C: REPUBLICA DE POLOMAN
o "1
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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 continuacidn sge 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,
Victeoria 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 vy . espafiol referente a la

capacidad legal de Toshihiko Ashikari para otorgar poder y a la

existencia legal de INTERNATIONAL FLOWER DEVELOP qﬂagpgﬁgmA
s " COMO:NOTARIA: SEXTA DEj- CIRCULO, DE-BUGUTA "ﬁ
© D.G.; MAGO CONSTAR QUE LA FOTOCORIA COINCIDE:
3 EL .ORIGINAL “QUEHE “TENIDOATLA: VIS
BOGOTAD.C:XREPUSLICA DE COLOMB

LIMITED.

Dado y firmado en Melbourne, Australia 16 GET. 2088

el 31 de agosto de 2006

(Firma ilegible], Notario Publico.
Sello: PETER 2ZQUPA, Notario Publico, Melbourne, Australia. Mi
comisidén no tiene limite en el tiempo.

{Sello de oblea de PETER ZOUPA, Notario Publico)




APOSTILLA
(Convencidédn de La Haya del 5 de octubre de 1561)
1. Pais: Australia
Este documento piblico
2. Ha sido firmado por P. ZOUPA

3. Actuando en su capacidad de Notario Pidblico

4. Llieva el sello/timbre‘de Peter Zoupa
CERTIFICADO
5. En Melbourne 6.

e

7. Por Ranu Vayana

el 21 de septiembre de 2006

8. No. M 47520
9. Sellc: DEPARTAMENT%\ DE RELACIONES Y COMERCIO EXTERIOR,
MELBOURNE ' .
10. Firma: (Firma ilegibléz Gt
L ) ST
"Es traduccidén fiel y completa de la cual se deja copia éniesta
oficina para su confrontacidn. s
COLO 15218-841-001-2 \icoLiaz \/ J(_[Ul \ Cl@ ,
RADUCCION No: (B /30.CG
WPC 15218- ID 10 MARIA ELYIRA MARTELO
Traductora & lmerp;rete I O:iéC:G
45 - 4Espofol - [ng
OCT 19/06 "n‘glesNogQgF?)gnMin. Justicia
- GOMO:NOTARIA: SEXTA GEL CIRGULO.DE BOGOTAY)
DG : HABO CONSTAR QUE mtégggé%gﬁcﬁﬁmh“ .
ELZORIGINAL 1 QUE : HE . TENIDO "A: LA A
COTAD.C:; REPUBLICA DE COLOMAIA 1
- LAy
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CESION

otros) abajo firmado (s)

J
A
ASSIGNMENT

I (we), the undersigned
1) Noriko Nakamura 2) Masako Mizutani

3) Yoshikazu Tanaka

ado(s) en

of ©/0 SUNTORY Limited, Research Center, 1-1-1,

Wakayamadai, Shimamoto-cho, Mishima-gun, Osaka

618-8503, Japan

amos) bajo juramento ser Gnico(s) y vérdadero(s) inventor(es)
encién:

state(s) under oath to be sole and true inventor(s) of the invention:

METHOD FOR DETERMINATION OF PRESENCE

OF CROSSING WITH CULTIVATED ROSE IN

WILD ROSE

(International Application No. PCT/IP2008/056000)

amos) asi mismo que cedo{emos) y transfiero(erimos), sin
m, a favor de la sociedad

state as well, that assign, without reservations or limitations in favour
of International Flower Developments Proprietary Limited

da y existente de conformidad con las leyes de

a corporation constituted and existing in conformity with the laws of

Australia

iada en

domiciledin 1 Park Drive, Bundoora, Victoria 3083,

Australia

s derechos inherentes a dicha invencién y que la citada
ia queda facultada para solicitar en su nombre la patente de
n correspondiente en la Republica de Colombia.

all rights inherent to said invention and that the above mentioned
company hereby is enabled to apply, in its name, for the corresponding
patent invention, in the Republic of Colombia

Dado y firmado hoy/Given and signed this 28th day of August, 2009

enfin Osaka, Japan

porby  Noriko Nakamura, Masako Mizutani, and

Yoshikazu Tanaka

Firma/Signature

Howdeer 7 iR mrmrn

Do ke Do

T) Nonko Nakamura

A, ad T /

2) Masako Mizutani ~
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Registration No. /497,20 D?

NOTARIAL CERTIFICATE

I, the undersigned Notary, do hereby certify that Tatsushi WATANABE,
an agent of Noriko NAKAMURA, Masako MIZUTANI and Yoshikazu TANAKA who
have been authorized to sign the attached document has stated in my presence that
Noriko NAKAMURA, Masako MIZUTANI and Yoshikazu TANAKA acknowledged
themselves to have signed the attached document, and that their signatures are true and

genuine.

Dated: on this 3™ day of September, 2009.

ToKvo LEGAL AcralRS BUREAU
NOTARY )

2-2-2, UCHISAIWAICHO
CHIYODA-KU
TOKYO JAPAN

i'HIROSHI NAKAJIMA
" NOTARY
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APOSTILLE
{Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: JAPAN
This public document
2. hasbeensignedby HIROSHI NAKAJIMA
3. acting in the capacity of Notary of the Tokvo Legal Affairs Bureau

4. bears the seal/stamp of HIROSHI NAKAJIMA, NOTARY
Certified

at Tokyo 6. SEP == 3 2009

by the Ministry of Foreign Affairs

09- N0 002713
Seal/stamp: 10. Signature

Vs

Kazutoyo OYABE
For the Minister for Foreign Affairs

© »® oo
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TRADUCCION OFICIAL NO. 780/2009-.

EL TEXTO QUE SIGUE ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES, YLLEVA EL
SELLO Y LA FIRMA DE HELENA URIBE DE LEMOINE, TRADUCTORA E INTERPRETE OFICIAL, SEGUN RESOLUCION No.
3618 EXPEDIDA POR EL MINISTERIO DE JUSTICIA EL 6 DE SEPT. DE 1972.

CESION
Nosotros abajo firmantes:

1) NORIKO NAKAMURA

2) MASAKO MIZUTANI

3) YOSHIKAZU TANAKA
De:
c/o Suntory Limited, Research Center, 1-1-1, Wakayamadai, Shimamoto-cho,
Mishima-gun, Osaka 618-8503, Japdn
Declaramos bajo juramento ser unicos y verdaderos inventores de la invencion

METODO PARA LA DETERMINACION DE LA PRESENCIA DEL CRUCE
ENTRE ROSAS CULTIVADAS EN ROSAS SILVESTRES
(Solicitud Internacional No.PCT/JP2008/056000)

Declaramos asi mismo que cedemos y transferimos sin limitacién a favor de la
sociedad International Flower Developments Proprietary Limited, constituida y
existente de conformidad con las Leyes de Australia, domiciliada 1 Park Drive,
Bundoora, Victoria 3083, Australia, todos los derechos inherentes a dicha
invencion y que la citada compaiia queda facultada para solicitar en su nombre la
patente de invencion correspondiente en la Republica de Colombia.
Dado y firmado el 28 de Agosto de 2009 en Osaka, Japén.
FIRMADO: (1) NORIKO NAKAMURA
FIRMADO: (2) MASAKO MIZUTANI
FIRMADO: (3) YOSHIKAZU TANAKA

SEPT & 1972
MINISTERIO
i JUSTICIA




TRADUCCION OFICIAL NO. 780/2009-.

REGISTRO NO. 1597, 2009
CERTIFICACION NOTARIAL

EL suscrito Notario por medio del presente certifica que TATSUSHI WATANABE,
un agente de NORIKO NAKAMURA, MASAKO MIZUTANI Y YOSHIKAZU
TANAKA, esta autorizado para firmar el documento adjunto y ha declarado en mi
presencia que NORIKO NAKAMURA, MASAKO MIZUTANI Y YOSHIKAZU
TANAKA, reconocieron que ellos mismos firmaron el documento y que sus firmas

son verdaderas y genuinas.
Fechado el 3 de Septiembre de 2009

FIRMADO: HIROSHI NAKAJIMA, NOTARIO ADSCRITO ANTE LA OFICINA DE
ASUNTOS LEGALES DE TOKIO

2-2-2 UCHISAIWAICHO, CHIYODA-KU, TOKIO, JAPON.

HAY SELLO DEL NOTARIO.
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. BENEPREMEO. 8%7 H0—AF VBEARBICHL .
BeMEEEBUMTORBAY > ehBLE. BEETOSER
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" ) H 5
BEBONIKREMONS DR EABNIIZHIE/ONE
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IS AT —DHABERENARGETFORMEHREL LTS
ODEEIODWTRELE. BEBLAEBZSBNADEL U DNeasy Plant M
ini Kit (QIAGEN) i THARENERT SHEIRL VS / ADNLZE
ML,
R CHESMEL., 751472 uM. dNTP BE 0. 40M, 1
XEx Taq Buffer . Ex Taq 0.050% RS iC# L7, KIEH, 94CT
5ARIGEREK, 94T, 14, 55C. 14, 12T, 2HORE%
WHA L AFW, BECTIICTTIHBRGE B4, 85 h/kxPRE
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T ATG GCA TAG GGT GTG GC—3" (EEFES:3) RUFUN—ATTF
1 < —KSN1nsR3 : 5 —TGT AAT CTG TAG GAG ATC CCA TGC—5' (&
FNES: 4) &0 20 M dNTP BS&®0.2 oM. 1 XEx Taq Buifer,
Ex Taqd 0.62500 @250l 52 3RIGEHEML. RIBIKELE,
RIS, ACTEAREEERE. 94T, 14, 55C. 14, 12T
LVIROREEBI A INFN., BRENCTIHBRE X &k,
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THEBEFELT, BAEBEIT/ANT (R oultiflora Thunb. ex
Murray) . S UN/ A /N5 (R. wichuraiana Crép.) . N F R (
R. rugosa Thunb. ex Murray) %A Wi, N

REBIyr ALEEBLEBRT, FHEERTT. BEMNBDS

NEBREIOVWTETIRROEEE*RRALL, S0LBSNEEF

FEML. 4TI, AHEEBAE Le®, BWLA, TALKBY
PRESBVHEAABLOTHOAE. HABRETFOEEDHE
CEWBT B, EHH IO K PIRE I TRATET o L,

¥, AFEEAABELASS, BEElr ARETRENID
SnBHM. 35 ARBLTHEO—BUARENED bARM ok

L FIT. RELEAOEABEETO-REEENL. BT EAL

TREOBRFEF>k. BENRUEF L0, Nucleon PHYTOPIRE
for PLANT- DNA EXTRACTION KIT (Amersham Biosciences) Z /iy, %
EEEHRBOFKRICKE->TY / LINAEHB L. & 5ICREPLI-g M
idi Kit QUEEN KT hZzHE®. FS>2ARY/>OFASTNLK
SNEEFOHEEHEE LAPRERIZID . BEbs0LEMARL
BEODXBOEE, EABGTOEEOEREIL DLW IHEFET > &
o T, AERICPFO-LELT YUENMTZNFTER-3-U VB
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SEQUENCE LISTING
<{l10>Method for determining whether or to wild roses have crossed with’
cultivated roses
120>
<130>1073356
<160>6
21001
2112519
<212>DNA
<213>Rosa sp.
220>
<221>CDS
Q222> (1).. (516)
<{223>Nucleotide sequence of rose KSN gene
<400>1
atg gca aga atg tcg gaa cct tta gtt gtt gga aga gtc ata gga gat 48
Met Ala Arg Met Ser Glu Pro Leu Val Val Gly Arg Val Ile Gly Asp

I 5 10 15

gtt ctt gat tac ttt acc cca act act aaa atg att gtc act tac agc 96
Val Leu Asp Tyr Phe Thr Pro Thr Thr Lys Met Ile Val Thr Tyr Ser
20 25 30

acc aaa ctc gtc ttc aat gga cat gag ctc ttc cca tct gca gtec acc 144
Thr Lys Leu Val Phe Asn Gly His Glu Leu Phe Pro Ser Ala Val Thr |
35 ' 40 45

. gee aaa cet aga gtt gag att caa gga ggc gac atg aga tca tic tic 192
Ala Lys Pro Arg Val Glu I1e Gln Gly Gly Asp Met Arg Ser Phe Phe
50 55 60

act ctg gtg atg aca gac cca gat gtt cct gec cct agt gat cct tat 240
Thr Leu Val Met Thr Asp Pro Asp Val Pro Gly Pro Ser Asp Pro Tyr ‘
65 70 75 80

ttg aag gag cac ctg cac tge att gtg aca gac att cca gec acc aca 288

1/8



Leu

gat
Asp

aac
Asn

agg
Arg

age
Ser
145

ttc

Lys

gtt

Val

ata
Ile

cag
Glno
130

tte
Phe

aat

Glu His Leu His

aca

Thr

gga
Gly
115

tcg
Ser

gca
Ala

gCg

85

‘ttt gga

Phe Gly
100

atc cac
Ile His

gtg aac
Val Asn

gee gaa
Ala Glu

cag aga

aga
Arg

agg

Arg

cca
Pro

aac
Asn
150

gda

Trp

gag
Glu

ttt
Phe

cet
Pro
135

gac
Asp

acg

1le

atg

Met

glte
Val
120

tet
Ser

ctc
Leu

gca

Yal Thr Asp
90

gtg age tac
Val Ser Tyr
105

ttt gtt ctt
Phe Val Leu

tca agg gat
Ser Arg Asp

ggt ctt cct
Gly Leun Pro
155

gCa dgd dBgd

Phe Asn Ala Glon Arg Glu Thr Ala Ala Arg Arg

<210>2
21178925
<212>DNA
<213>Rosa sp.
220>
Q21>
222>
{223>Nucleotide sequence of transposon in rose KSN gene
<400>2
tgtaagtaca ttggcctatt accattcaac atatgatttc ccactacgac gaggaaaccs 60
gagcttcaag gaagcaaaga gaaagatcac aagatcggtt cttgaagaca agatcaagtc 120
aaatcgagtc actgatcttg agtttaatgt gtattcattc catattggtt ggtataaatce 180
tagaftgata tgcatatcgg ttgtattaag tcaataatcc cttatgecatt aaaatggttt - 240

165

170

2/8

[le

gag
Glu

fte
Phe

-cac

His

Pro

atg

Met

aag
Lys
125

ttc
Phe

140

gt
Val

CEC
Arg

get
Ala

tag

BT/

Gy Thr Thr

95

cca agg
Pro Arg
110 .

cag aaa
Gln Lys

aac acc
Asn Thr

gee gtt
Ala Val

cca
Pro

Cgd

-Arg

cga

Arg

tac

Tyr

160

——

rj%iis;v

<038/05800¢

336

384

432"

480

019

A\



ttaacatgca
gttttaaatc
agtttttctc
‘tgaaactggt
taattgtttc
aattgagtga
ggttgtaaaa
ttgtattctg
aagccacgea
tcatgtatca
ccatctagta
aagatggaac
gaagegtgeat
caagatgaac
aaagaagaag
gttcgtaact
cgggaaaaac
attacatacg
ttcgaaacca
aaaatctccg
aagatactca
tttgatatag
atgttaaaac
gaggaagaag
agcaagaact
aacaacagtg
aaaccaaaat
aagcttggaa
gaaattgaaa
ttctctgatg
actctgatta
aaggtggaga
gigagtgaat
aatgagtatc
aacttggaac
agattcatga

tatcaatttg
tttctatatt
ccttataaaa
tictctttga
atgtattact
aaggaagect
caagttagca
taaactctag
gtgaagtttc
tactttettt
ttttcaattg
attcacgtga
gtgaaaaata
acgtgtggaa
gegcttecac
tgcaagcaga
tgaggataag
aaggaaataa
tgactatgge
gtcagtgtcg
gggetetgee
atgattatce
ctgagaagaa
gatcactaga
cctctaaaaa
actacaatag
gctatgaate
acagcaacaa
atgtggctcet
atgatgaaac
gaaacitgag
aactattcega
cggcagatct
tcaacaagat
tgttagcgaa
agtttgatat

agaccttgtt
tatcttaatc
aggittcaaa
acttcttgtt
ttgcataatc
gaagattgat
tttgttecta
tgtttaatat

ctcagtggag

gattaaactc
gcatcagagc
tagggctact
cactcaateg
catcgtagaa
taccactccc
tttcaaagcg
tcatigtgag
daaggtacgt
agatgatgga
cagfctagga
ggaaaaattt
acttgatgag
aaacaagggc
tcttgctcta
cacgaatgct
taagaategga
tggtggtttc
caagfcactc
tgtctcgtca
aaatgttcgc
cttggaaaaa
atcctcacaa
acaaggtgac
caaacttcta
aaatgagtct
cagctccact

aggaaagtat
aattatcaag
actaaagttt
ttgttcaaat
ttttacatcc
tgectggaat
agaaaaggtg
tggattgatt
aggtttacac
ttgagaaaaa
gggttctaga

gggggatcta
aagatttaca

aatggcigga
aaaccaagga
aagaacagca
actgccaage
gcacagaaac
accglggatg
gecaccttttg
cactcaaagg
ctcatcggaa
gtagecttca
ctgacgaagg
cccagaagea
agaggaaact
ggtcacattt
ctticaactt
ttgttgccte
fgcaaacaac
gaagtagatt
tctgcatgga
caaaagatac
gaactggatg
ctacaacatg
tccatgtcca
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cgattgcaca
aaaagatttg
tgtetagggt
cgttticgaa
actctcaaga
gttgaatcta
tttgttgtea
tttcgtgtte
tgcgttagea
gtattttatc
accttctaga
taaatasgtcc
tgaaatcata
gtgtacctat
aggactggac
tcttcacage
aggcatggga
tgcaagcact
acttccatgg
atgaagataa
ttacgagcat
atttgaaaac
aagcagtgaa
aattcaaaaa
ataaccatat
tcaaaggaaa
ctactgactg
ggagigatga
attctgaaag
tctacaaage
tcctgaggac
aactggagaa
tgacgtggaa
ttaaaggaca
agttaaaatt
agttacttgg

PO/ Z038/058000
ttcaaaaact 300
attgaggees 360
ttttgacgge 420
aaaccctctt 480
tcagtgattc 540
gagttagaat 600
acaacactac 660
gctacgttaa 720
aatcttegtg 780
aacactggt! 840
gatcccagga 900
tccetggtte 960
cctetatget 1020
gacaaaagca 1080
teaggaagaa {140
cctatcggag 1200
tctcctacag 1260
gatttttgaa 1320
tagaaftctt 1380
aatagtcaaa 1440
agaggactct 1500
ctatgagatg 1560
agaaattgaa 1620
atttctcaaa 1680
tggcagtegt 1740
tcactcaagg 1800
tggaaatagg 1860
tgaatctcaa 1920
tgatgagtat 1980
ttcaaaggcc 2040
tgaaaaagaa 2100
aagcaaactc 2160
gactgaaaag 2220
aagagcectg 2280
aactcaagaa 2340
atcaggaaaa 2400

ks



getectecatg
gtacgtgect
agtgtaaggg
actggtcaac
aagattggcc
gaaaaatgta
aaattaactg
accagaaaaa
ctttttgttt
getttaacteg
agacacatga
tcagtcacgt
ccaggtatac
agcgtcagee
gtcctaaatce
catattcaag
gaaacctttg
ttatcttcca
tgtggagact
acaacctcac
agtctteggag
gtaaacttct
ttaatcattg
actgagttta
ttctéagctc
ctagacatgg
gcgatcagea
actgecttacg
agtccttgtt
gatngtgtgt
actcgtgtteg
gtaacatttg
tntgaggaag
agagggtica
gatggtcega
ggaaatgtat

atacatgtgg
caaaaccatc
aaggtaattc
acaggtacgc
atatcagacc
ctgtcgaaac
aaattgtttc
ttaaaagcaa
gtegctagcaa
catttgetga
ctggagacaa
ttggagatge
ctaaccttaa
atttegegctga
agaaaggiga
caaatgaatc
aactttggca
aacaatgtgt
gcaaggttgg
aagtattgga
gtaagagcta
tgaaagacaa
agaaacaatc
aaaatgectce
caataaccce
ctcgagtatt
ctgcttgcta
agctgtggaa
acattctacg
tcttggegta
ttatggaatc
cagatacctc
dggadagagea
agcaagttca
tgacaaggag
tactgtgttt

gctaggatac
tgtagagcag
aaaccaacat
aaaccctaga
tagatgtaat
cttacaggtt
tcaaaagaat
aaatcattgg
aattcatcaa
caaacgacga
aacctggttt
gaggaaagct
aaatgtgtta
tgactatgaa
aggtatcatg
ttctagtttg
cagaaagatg
ccgaggettg
aaagcaaact
actattacac
catactagta
aactgaaacg
atctaataac
tttttctaac
tcaacaaaat
actacacgct
cacaataaat
aggtaanaag
agatagagaa
ttctctgaac
cattaatgtt
acccttcteg
aatccatgac
aaaagatcac
aaaggctgea
cattaccgaa

actggagaag
atagategtct
catcaggtaa
acctttettce
gaacggtttt
gagcttaaag
cctcaaactg
tceeetgttg
cgctctcaca
gatttttggt
acttcatttg
aacattctag
tttgttgaag
gatgtgtegt
ggaggtatga
cagtcttgtt
ggacatatca
ccaaatttaa
aaggcacctc
atggatctca
gttgtagatg
tttgagtect
tgtttagtga
tactgtcatg
gggatagtgg
gcaggtttaa
agagtattcc
ccaaatgtta
caccttgeta
agcagagceat
tctattgatg
gtcacacctt
aacatttttg
tccactcaag
gttcaggtaa
aatttggtaa
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attccaaaag
cccttgatga
aacttgacca
ctacttgtca
taaacttaca
aacaaaagga
daagaagaaa
gtgaaactga
ttgaggcaac
atgttgacag
aggatgaaaa
ctcgaggtac
gattaactsgc
ttaacaaaca
gatctgttga
tgtctgttaa
actatcagga
aaggtaaaac
acagaatggt
tgggaccasc
atttctcaag
ttaagaactt
gaataagatc
agcttggtgt
aaaggaaaaa
gcaaaaactt
ttanaccang
aacactttca
agtttgatgc
atagggttta
atcaatgtgt
cacagaatac
aaccagcetnc
atatcatcgsg
gtceetntga
gcatgaacat
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caccaaattc
tcatgtcaaa
agaatccccc
tcactgtggt
attttctcaa
actcat taac
agatgtcteg
tgatacatet
ttgtttggta
tggttattct
tacctctgga
agtaaacact
aaatctgatt
gagatgittg
taactgttat
atccacagag
cttgctgaaa
tgacaagatg
aaattctecg
tcaatctgaa
atacacctgg
gagtcaaaaa
agataatgea
gicacatgag
tagggtactg

ttgggetgan:

aaatgatcaa
tgttntngge
tagaactgat
caataaaaga
gaaacaggaa
tgaaacatca
cacccaaagn
caatctaaca
gegtaagtgaa
tatatctcat

2460
2520

- 2580

2640

2700

2760
2820

2880

2940
3006
3060
3120
3180

3240.

3330
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3180
3840
3900
3960
4020

4080

4140
4200
4260
4320
4380

4440

4500
4560



tttggttttg
tggattageg
gtaccaaggc
gatgntaaag
gtcgaaggac
ttacttctat
geettictga
gatccacaca
gctectegag
ggatccatag
gtgtatgtteg
tctgtcatgg
ctgcaagtaa
ctgatcaaga
actaagttaa
atcgggagtt
tgtgctcgat
cgctatgtge
attgcaggat
gggegatgtt
atatccttgt
ctttggatega
tgtgacaaca
cacatigatc
agcttitgtgc
aggtttgaaa
actgtccact
gaaatgtaca
daattgtgta
agcctatgteg
gaactgettc
gtggtgaact
agtaatcageg
ggtetttgea
tecttgttat
ttacatgagt

rzggjﬁlj,
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tgtccattat tgaaccnaaa aatattaagg cagecttgtt ggatgataac
ccatgcaaga tgaactgaat cagtttacta

ctagtaagtg caatgttata ggaactaagt’

gnaacgtgat taggaataaa gecagictag

ttgactttga
ccattgettg
atggatttct
acctagatca
cctggtatga
ataaaacatt
atgatattgt
aaagtgaatt
agcagataga
aattcggtct
gcgaagatca
tgctctatet
ttcaagcaaa
caggtacagt
actctgatge
ttttcattgg
ctactgcaga
agcaaatgct
ctagtgctat
tccgatatca
ccactgaaaa
tgttgaggaa
attgattgag
tattttcagt
ctcatgttta
gtggecatstt
ttttegctcac
ttctaggatt
ccttagtest
cataacataa
gcttagtace
aatatttetc

cgagactitt
tcatctccgg
tcaggaggaa
tgtctaccge
gagactatcc
gtttgtgaaa
attiggttice
tgaaatgagc
cacaggtitg
tgcttccaag
tgaaggaaaa
cactgecage
ccccaaagaa
taattgtesgc
fgacteggga
caacaatctg
agctgaatat
tcatgattal
taacatcact
ctttattagg
tcaacttgct
tgccctageg
aaaattgtga
cafgtatctt
gtcactgaat
tecttttgtt
ataactaatt
tgtaanaaac
ggtgaacttt
aatcatgcag
ctaagaacat
actaaatnaa

getectgtag
ttcaaattgt
gtttatgtag
ctcaagaaag
actcatcttg
cgaaccaaada
acttctaaat
atgtetegts
tttctctcte
aagacagtga
tcagttgatc
agacctgaca
tctecaccteg
cttttctata
ggaaatttaa
gttgeetgge
gttgcegetg
ggcatatctce
aagaatcctg
gatttggttg
gatctgttca
atatgttcta
tcctagtatce
aatgttatca'
caagtaaccc
ttctgtcaaa
ccctettete
ganaacggaa
ctaangtttg
acaactactc
ctgttetgeg
ggagatcttt
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geaatgatgt
gegattttcag
ttectcaggg
ctaggttgga
ttcaaatgga
agcagcectcce
ccetgtatgg
tgggaaaagg
atgacattgt
accttgtcaa
aactaacgta
aatcaaaaté
ccaatcccat
cgactctcta
tctcttacag
acgctgtcaa
ccttcgacac
aggatcgegaa
atagtaagaa
gaagttectyg
aaggtaagtt
ttcaacactc
aacaaaacat
ctaagectcet
agcattaagg
cctfgatcac
tgcettatte
tactatgcat
tgagattcag
aaagtaatca
aattgtatcc
caagaaacga
gagactctct
ggtigetgag
gactccanta

.atggtactta

naatnaaagc
atattcacag
atctgttaga
tgtcaaaact
aggtttccaa
gctaaagcag
gtatgctaga
cattgcecaa
agaatttcaa
ttttctigga
cgctgagaac
gagtacaact
tcgaagtatg
tgtgggtgty
aagaataatc
taatgtagaa
aagcacttca
acaaaactgc
cacacaaata
gtctatttte
tcgaacaaag
acttgagtta
tgacactgct
caaaatgatg
agtcactagt
tggacaaatg
cttcacctat
tgaagtagac
ggtcctagtt
catctcicaa
gctggigagt
ccatgganca
aagagtcttg
nacatgtgct

4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720



tgggaccateg
cttcactect
cttctatcac
gaatacatca
gtgattaaac
acttgcaaag
tegtttcett
ttgagggega
ctceceattt
ttcactacat
aggttettic
aggacatcge
tntccatecc
aagtctcegt
ggacgacatg
gatccggaac
gcaggagect
caccgtcace
acttgatttt
gcataagcac
gctacttgga
tagtgattag
ttgaatggea
atgatttcce
gatcggttet
attcattcca
aataatccct
gaaagtatcg
ttatcaagaa
taaagttttg
gttcaaateg
ttacattcac
cctggaatgt
gaaaaggtisgt
ggattgattt
getttacact

attcctgcte
tntntatgac
aagtttactc
tgettcgtac
ttcgetatat
gaaacgatcc
ccttgatgst
gaagttatct
gageegttct
atagentctce
acccactgct
cgeetgecte
ggcatgcatce
gatcagattc
cattctcttce
atgcagegee
gtcgcaccag
aagectttgtg
tcttacttta
agatactctt
tccggaaaag
tgtttatcte
atgcccaaag
actacgacga
tgaagacaag
tattggttes
tatgcattaa
attgcacatt
aagatttgat
tgtagggttt
ttttcgaaaa
tttcaagate
tgaatctaga
ttgttgtgaa
ttcgtgtteg
gcgttagcaa

cttntfagga
actaaaatct
cttaaggtct
tctgaactat
tttcteteet
tctgatatac
aatctgecta
gcatgcatat
cccaatcggt
ttgtcteect
ctctcaccat
ctccagaaga
gtacacgcag
tagtggctga
tggttcgaac
acccteeegeg
aggaaagctc
aggaattitga
ttictgttte
aggatgcttg
gatggaaact
tgaaacctaa
ggggagattg
ggaaaccgsga
atcaagtcaa
tataaatcta
aatggttttt
caaaaactgt
tgagggggag
ttgacggete
accctcttta
agtgattcaa
gttagaatge
caacactact
ctacgttaaa
atcttcgtet

gatttcatga
tttctaagee
aactatgagt
gtgecticea
cgatatgacc
ttgcagattc
caattaattt
acctagggaa
gtgttccttg
cggattttac
ggitcgctca
aggtcgtcag
tcggagtect
ctggcgaatt
tcgtcatgce
gtttgacect
ggattccatg
cgtgccctee
tgcattttta
ctattattat
gattccttac
cttgcaggac
taagtacatt
gcttcaagga
atcgagtcac
aattgatatg
aacatgcata
fttaaatctt
tttttcteee
aaactggttt
attgtttcat
{tgagtgaaa
ttgtaaaacc
tgtattctet
agccacgcag
catgtatcat
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getttacttt
ccacatcatg
accaattctt
ctaagtgatc
tatgcattca
tctgaatata
ccataatgac
aataaatigt
gtcttentaa
tcttggtigt
cagcaaacaa
gcagetecca
cctectectsg
gcttgectca
ctgaccactc
cceggtecat
gatgaagagg
cattcaaagg
atttttittg
tcttaagtaa
tccaagtage
aaaagatgaa
ggectattac
agcaaagaga
tgatcttgag
cafatcggtt
tcaatttgag
tctatattta
ttataaaaag
ctetttgaac
gtattacttt
ggaageciga
aagttagcat
aaactctagt
tgaggtttce
actttctttg
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agttctctta
gttatattca
attgttgaga
tgtgctetet
ttgeettgat
ttttggctcet
tatgcctaag
cataacttct
aacctaactg
clcigtgtac
ctegectteg
gagccgggat
tctectetgga
cgacggacal
tcacacagga
cccatgecat
aatttctgga
gggagaagta
gtgtgtaagt
tcgtattttg
accctttgtt
aaatcatgcg
cattcaacat
aagatlcacaa
tttaatgtet
gtattaagtc
accttgttag
tcttaatcaa
gtticaaaac
ttcttgtttt
gcataatctt
agattgattg
ttgttgctaa
gtttaatatt
tcagtggaga
attaaactct

6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
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FCTAR 0587068000

tgagaaaaag tattttatca acactgegttc catctagtat tttca 8925

<210>3

<211>23

<212>DNA

{213>Artificial sequence
220>

Q21>

222>

<223>Forward primer
<400>3

catattatgg catagggigt gec
<2104

211>24

<212>DNA

<213>Artificial sequence
Q20>

Q2

222>

<223>Reward primer
<400>4

tgtaatctgt aggagatccc atgc

21005

<211>23

<212>DNA

{213>Artificial sequence
<2200

Q221>

QD

{223>Primer

<400>5

tgtcatctct geccccaagta agg
210>6

211>23

<212>DNA

{213>Artificial sequence

23

24

23

/8



<220>

2217

222>

<223>Primer

<4008

caacatcctc atcggtgtaa ccc

8/8
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METODO PARA LA DETERMINACION DE PRESENCIA DE CRUCES CON

ROSA CULTIVADA EN ROSA SILVESTRE

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con un método para determinar la

presencia de cruce con una rosa cultivada en una rosa silvestre.
TECNICA ANTERIOR

En razén a que las flores que tienen nuevos rasgos se favorecen siempre
en la industria floricultora, el desarrollo de tales plantas de flores es
industrialmente importante. La mejora en el desarrollo se basa principalme-nte en
el cruce que ha producido especies con una variedad de rasgos. Sin embargo, en
las mejoras de desarrollc basadas en cruce, los recursos genéticos disponibles
estan restringidos a las plantas cruzables cercanamente relacionadas, y asi los
colores y rasgos que se pueden introducir estan limitados en la mayoria de Ios
casecs y ademas es raro que esApecies de plantas unicas tengan varios colores y
rasgos. En términos de color, por ejemplo, es imposible producir rosas y claveles
azules, glorias de la mafiana o geranios amarillos mediante mejoras en el

desarrollo a base de cruce.

Sin embargo, el uso de la tecnologia de gen recombinante puede efectuar
el desarrollo de una variedad de rasgos al introduqir varios genes en cualquiera de
las plantas que trascienden la barrera de las especies y al alterar artificialmente el
metabolismo de las plantas etc. Por ejemplo, existe un ejemplo en dende las rosas

y claveles que no pueden producir delfinidina en el pétalo de la flor, el gen de la

A%



enzima 3’, 5'-hidroxilasa que se requiere para sinteti'za_r.-la delfinidina se expresé
para producir delfinidina, que posibilita la creacion de flores azules que no estan

presentes en la naturaleza (Tanaka 2006).

Sin embargo, en Japon, la investigacion y desarrollo, cultivo, distribucion
etc. de tales plantas creadas con gen recombinante se requiere para ajustarse a
las regulaciones establecidas en la "Ley Relacionada con la Conservacion y el Uso
Sostenible de la Diversidad Bioldgica a Traves de las Regulaciones Sobre el Uso
de Organismos Vivos Modificados” (Protocolo de Cartagena). En otros baises
también, el cultivo en campo etc. de plantas con gen recombinante se han
regulado con base en leyes similares. Especificamente, para plantas cuyos
pblenes son fertiles y para los cuales una horda de plantas cruzables
cercanamente relacionadas ocurre en Japén, la evaluacién sobre la cruzabilidad, o
sobre la posibilidad de la proliferacién de .gen de una planta recombinante a

especies silvestres cercanamente relacionada es obligatoria.

En el caso de rosas para las cuales una horda de especies cercanamente
relacionadas ocurre en Japén y las cuales son cantidades mult.iflores y fructiferas
a ser analizadas en la presencia de cruce entre especies cultivadas y silvestres se
vuelve enorme y asi el establecimiento de tecnologias analiticas simples vy
precisas esta siendo después buscado. Hasta ahora, aquel que utiliza
microsatélites como de marcador molecular ha sido reportado (Debener 2003,
2006). Ademas, el analisis también se puede llevar a cabo con el metodo de
identificacion a base de la determinacidn ploidia utilizahdo citometria de flujo. Sin
embargo, cualquiera de los métodos anteriores tuvo problemas porgue a ellos ies
faltaba precisidn, versatilidad, y/o simplicidad. Ademas, en razén a que las rosas

cultivadas hoy fueron creadas mediante cruces artificiales de aproximadamente 8



(98]

especies silvestres, no era facil obtener marcaderes de ADN que pudieran

distinguir especies cultivadas de especies silvestres.

De acuerdo con la presente invencion, el gen KSN, un gen blanco, es .un
gen involucrado en el florecimiento perpetuo de rosas obtenidas de rosas
chinensis spontanea y el gen se creé¢ al insertar un transposén de
aproximadamente 9 kb en el gen KSN de una rosa con florecimiento estacional.
Se reportd que la insercion de un transposoén sirve para inhibir la elxpresién de
dicho gen, que conduce a la desregulacion del control de la antogenia en el apice
del vastago que promueve la antogenia, lo cual dio como resultade la naturaleza
del florecimiento perpetuo (lwata et al., Solicitud de Patente Japonesa no

Examinada (Kokai) No. 2006-149202).

Ya se ha elucidado que las rosas de especies cultivadas contienen, en la
configuracién homéloga, dicho gen que tiene un transposén insertado alli. De otra
parte, las rosas de las especies silvestres tienen, en la configuraciéon homologa, un
gen KSN el cual, en principio, no contiene un transposon. Como se utiliza aqui, la
rosa chinensis es una de las especies silvestres que se convirtié en ancestro de
las rosas cultivadas y una rosa de florecimiento estacional. La R. chinensis

spontanea es un linaje mutante de ella y una rosa con florecimiento perpetuo.

Ei documento de Patente 1: Publicacibn de Patente Japonesa no

Examinada (Kokai) No. 2006-149202.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los métodos para determinar la presencia decruces con ros_ésédltivadas
en rosas silvestres se han reportado, pero a elios les ‘falta versatilidad.'ﬁueaen ser
concebibles otros métodos, pero a ellos les falta simplicidad y précﬁiéién. Asi,
subsiste la necesidad de un método que pueda resolver estos problemas y.pueda
determinar si las rosas silvestres se cruzaron con rosas cultivadas para plantas
que son fructiferas y para las cuales se presenta una horda de especies silveétres

cercanamente relacionadas.

En los casos en los cuales donde se debe determinar un nimero enorme de
plantas individuales para Ié presencia de cruces con el fin de examinar la
posibilidad de la proliferacion genética de plantas recombinantes, un método que
permite una determinacién facil de si una rosé silvestre esta cruzada con una rosa
transformante como un padre de polen se requiere de manera especifica. Asi, la
presente invencién tiene por objeto suministrar un método que permita una facil
determinacién de si una rosa silvestre de interés esta cruzada con el polen de una

rosa transformante.

Después de investigacidn intensiva y extensiva con el fin de lograr los
anteriores objetivos, los presentes inventores han concebido la idea de que en una
rosa silvestre, el gen KSN que contiene un transposdn solo se puede detectar
cuando la rosa silvestre cruzada con una rosa cultivada y ha encontrado que
utilizar el gen KSN que contiene un transposén como el indicador, se puede
obtener el objetivo anterior y de esta manera se ha completado la presente

invencion.



Asi, la presente invencidn suministra un métodfq para determinérAsi 0 no una
rosa silvestre de interés esta cruzada con rosas -‘Cultivadas, diqho método
comprende las etabas de: examinar si 0 no un‘“ge-n KSN que’ c-qUt_iehé un
transposén (como indicador) esta contenido en la rosa Zde interés: y determinar
que la rosa de interés esté cruzada con una rosa cultivada cuandc; el individuo

tiene el gen KSN que contiene el transposon.

Normalmente, en el cruce de una rosa cultivada con especies silvestres en
un estudio para evaluar el efecto de las plantas transgénicas sobre la diversidad
bicldgica, el esparcimiento de polen de especies cultivadas que resultan del cruce
con especies silvestres en el vecindario.posee problemas. Asi, en el método de la
presente invencion, tipicamente la semilla padre es una rosa silvestre y el polen
padre es una rosa cultivada. Tambien, tipicamente la rosa cultivada anterior es
una rosa transformante que tiene un gen introducido en ésta, en elhcual el gen
puede ser un gen relacionado con el color tal como el gen de la enzima flavonoide

3’, 5’ — hidroxilasa derivado de pensamiento de la familia violacea.

BREVE EXPLICACION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra el resultado de la deteccion del gen KSN mediante un
meétodo PCR. La posicidn de los productos amplificados especificos del gen KSN
gue contiene intrones y el gen GAPDH (control interno) se muestra mediante las

flechas.
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MEJOR MODO PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION

Especies cultivadas v especies siivestres

En general, las rosas cultivadas son tetraploides (4x) y el florecimiento
perpetuo. En contraste, las rosas silvestres son generalmente diploides (2x) y

florecen en una estacion.

Las rosas cultivadas se pueden clasificar en té hibrido, floribunda vy
miniatura, y todas contienen, en la configuracidn homéloga un gen KSN que tiene

un transposoén insertado en ésta.

Asi, las rosas cultivadas como se utilizan aqui denotan rosas que contienen,
en la configuracion homoéloga, un gen KSN que tiene un transposon insertado en

esta.

De ofra parte, la rosas silvestres nativas del Japén incluyen NOIBARA (R.
multiflora Thunb. ex Murray), TERIHANOIBARA (R. wichuraiana Crep.),
HAMANASU (R. rugosa Thunb. ex Murray), OOTAKANEBARA (R. acicularis
Lindl.), KARAFUTOIBARA (R. marretii Lev.), OOFUJIIBARA, AZUMAIBARA,

YAMATERIHANOIBARA (R. luciae Franch. et Rochebr.)), YAMAIBARA (R.

sambucina Koidz.), KAKAYANBARA, YAEYAMANOIBARA (R. bracteata Wend.),
NANIWAIBARA (R. laevigata Michx.}, SANSHOUBARA (R. roxburghii Tratt. var.
hirtula (Regel) Rehd. et Wils.), TAKANEBARA (R. acicularis var. nipponensis
(Crép.) Koehne.), TSUKUSHIIBARA (R. mulliflora var. adenochaeta (Koidz.)
Makino}, MORIIBARA (R. luciae var. hakonensis Franch. et Sav.), FUJIIBARA (R.

juciae var. fujisanensis Makino), YABUIBARA, NIOIIBARA (R. luciae var. onoef
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(Makino) Momiyama), MIYAKOIBARA (R. luciae  var. paniculgera “(Makino)
Momiyama) y usualmente tienen, en la configuracion horhéloga, un ge_'n' KSN que
no tiene transposon insertado en ésta. Asi, las rosas silvestres como. se utilizan

aqui denotan plantas de rosa que tienen, en la configuracion homéloga, un gen

KSN que no tiene transposén insertado en ésta.

Gen indicador

De acuerdo con el método de la presente invencidn, preferiblemente el gen

indicador es tal que:

(1) el gen indicador esta siempre presente en las rosas cultivadas y no en

rosas silvestres nativas.

(2) Las rosas cultivadas son tetraploides (4x), y debe estar presente un gen
.indicador para cruzar en por lo menos tres de los cuatro cromosomas
homologos y pueden preferiblemente estar presentes en todos los cuatro
cromosomas homologos. Las rosas cultivadas son tetraploides (4x),
mientras que las rosas silvestres nativas son diploides (2x). Asi, los
gametos producidos de rosas cultivadas pueden ser usualmente 2x, las
rosas silvestres pueden ser x, y los hibridos producidos de los cruces de
ellas se convierten en triploides {3x), con base en esto, es imperativo que el
gen indicador para el cruce esté presente en por lo menos tres de los genes
homélogos de las rosas cultivadas. Considerando la posibilidad de que un
gameto haploide (x) se pueda producir mediante meiosis heterogénea de
rosas cultivadas, sin embargo, se prefiere, para determinacion precisa, que

el gen indicador esté presente en todos los cuatro cromosomas homélogos.



(3) La misma secuencia que la secuencia parcial de la secuencia avance

del gen indicador no est4 presente en las otras regiones del cromosoma.

Con el fin de determinar la presencia del un gen indicador en'la planta de
interés, dicho gen se debe usualmente amplificar. Con este proposito, es
conveniente utilizar un método PCR que utilice un par de iniciadores que sean
homologos a la regién del gen blanco. En este caso, cuando una secuencia que

i .
hibrida con dicho iniciador esta presente en otro diferente del gen blanco, se
obtiene un resultado qﬁe indica la presencia del gen, aun si el gen blanco nativo
esta ausente. Asi, este requisito es importante en relacién con el disefic del

iniciador.

Gen indicador especifico

Como un gen que satisface el requisito anterior, se puede mencionar un
gen KSN que tenga un transposon insertado en éste. El gen KSN que se reporto
como un gen relacionado con la propiedad del florecimiento perpetuc de las r;)sas
(Solicitud de Patente Japonesa no Examinada (Kokai) No. 2006-149202) ha
demostrado que existe como un gen completo que codifica los aminoacidos 519
en las especies silvestres mientras que en las especies cultivadas se ha insertado
un transposon de aproximadamente 9 kb en el segmento del intrén. Asi, en razén
a que este transposon no esta presente en las especies silvestres sino esta
presente en las especies cultivadas, un gen KSN que contiene este transposén

satisface el requisito establecido en lo anterior (1).
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También, el gen KSN que contiene este transposén elsté presente en todos
los cuatro genes de las rosas cultivadas. Asi, este gen satisface el reduisito

establecido en o anterior (2).

E! gen KSN que contiene este transposdn también satisface el requisito

establecido en lo anterior (3) mediante la seleccion del iniciador.

Iniciadores vy sondas

La secuencia base del gen KSN (SEQ ID NO: 1) y aquella. del transposon
(SEQ ID NO: 2) insertada en éste ya son conocidos. El gen KSN que tiene este
transposén insertado en €l esta especificamente presente solamente en las rosas
cultivadas. Con el fin de detectar el gen KSN que tiene este transposdn insertado
en él mediante PCR, es necesario utilizar, como un par, un iniciador que tenga una
secuencia idéntica o sustancialmente homologa con la secuencia establecida en [a
SEQ ID NO: 1 y un iniciader que tenga una secuencia idéntica o sustancialmente
homologa con la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 2. Adicionalmente, las
condiciones generales del iniciador se deben cumplir y cualguiera de los
iniciadores son un oligonucledtido con el tamafo de 10 bases o0 mas,
preferiblemente 15 bases o mas y 50 bases o menos, preferiblemente 30 bases o

menos.

Para el prop6sito de la presente invencion, no se prefiere que tanto el par

iniciador hibride con una region diferente a dicho transposén, aunque la regién a

ser amplificada en el transposén no se limita especificamente. Como un ejemplo

del par iniciador que satisfaga tal requisito, se puede mencionar un iniciador

IS
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delantero: CATATTATGGCATAGGGTGTGGC (SEQ ID NO: 3) y un iniciador

inverso; TGTAATCTGTAGGAGATCCCATGC (SEQ'ID NO: 4),

Deteccion del gen indicador

La extraccion del ADN de las rosas, la amplificacién mediante PCR etc., y la
deteccion de productos amplificados se puede llevar a cabo de acuerdo con

métodos estandar.

Eiemplos

A continuacion, seran explicados detalles de la presente invencién con
referencia a ejemplos, a menos que se especifique otra cosa, los métodos de
biologia molecular utilizados estan basados en Clonacién Molecular (Cold Spring

Harbor Laboratory Press, 2001), Plant Physiol. (2003) 132, 1652-1663.

Ejemplo de Referencia 1

Adaquisicion de un gen especifico a una rosa cultivada mediante analisis de ADN

Polimdrfico Amplificado Aleatorio (RAPD)

Con el fin de determinar la presencia de cruce con una rosa cultivada en
una rosa silvestre, la deteccion del polimorfismo genético mediante analisis RAPD
se utilizé en un intento para obtener un gen que esté especificamen;e presente
solamente en la rosa cultivada. De cada hoja de las especies silvestre (R.
paniculigera) y de especies cultivadas (lavanda y WKS82), el ADN‘genémico se

extrajo utilizando un Mini Kit DNeasy Plant (QIAGEN) de acuerdo con un método

\ﬂ/
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recomendado por el fabricante. Una porcidn PCR:que'comprende 10'ng-dve|;ADN
genomico extraido, 2 uM de cualquier cebador (BEX's Common's primer set,
CMN-AQ00), 0.4 mM de la mezcla de un dNTP, un amortiguador 1x Ek Taqy 0.05U

de Takara Ex Taq se prepararon.

La reaccién comprendio, después de reaccion a 94°C durante & minutos, 25
ciclos de 94°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto y 12°C durante 2» minutos
y finalmente reaccioné a 72°C durante 7 minutos. ‘EI preducto PCR obtenido se
sometido a una electroforesis de gel de agarosa 0.8% para comparar el patrén
electroforético entre las especies silvestres y las especies cultivadas. Las bandas
que fueron detectadas especificamente en las especies cultivadas se extirparon
del gen de agarosa y se purificaron mediante el Turbo Kit GENECLEAN
(Funakoshi K K) de acuerdo con un meéetodo recomendadc por el fébricante.
Finalmente, ellas se subclonaron mediante el vector pCR2.1 TOPO
(INVITRQGEN) de acuerdo con un método recomendado por el fabricante y se

sometieron a analisis de secuencia para determinar {a secuencia.

La secuencia de cada fragmento amplificado se analizb6. Los
oligoiniciadores de aproximadamente 20 meros que contienen una secuencia
iniciadora comun presentes en ambos extremos de cada fragmento fueron
creados y la combinacion de [os oligoiniciadores para los cuales los productos
amplificados se detectaron especificamente solo en las especies cultivadas
(lavanda WKS82) se examiné. Con 10 ng de cada ADN genomico de R.
paniculigera, lavanda y WKS82 como la plantilla, lé reaccion PCR que comprende
2 UM de cada oligoiniciador, una mezcla de 1x dNTP y 0.05 pM de un
amortiguador Ex Tag se prepard. La reaccion comprendid, después de hacer

reaccionar a 94°C durante 5 minutos, 25 ciclos de 94°C durahte 1 minuto, 55°C

=
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durante 1 minutoy 72°C durante 2 minutos, y finalmente reaccioné a 72°C durénte
7 minutos. Los productos PCR obtenidos se sometieron a electroforesis.con gel de
agarosa a 0.8% para comparar las combinaciones de ':oligoiniciadoi'és para los
cuales los productos amplificados fueron detectados de maner-a' especifica
solamente fueron examinados en las especies cultivadas. Como resultado, las
combinaciones de los oligoiniciadores que se creen suministran bandas solamente
en las especies cultivadas fueron seleccionados y sometidos a un experimento

mostrado en el siguiente Ejemplo de Referencia 2.

Ejemplo de Referencia 2

Determinacién de la presencia de cruce en la progenie con la deteccién de un gen

especifico como un indicador

Para plantas obtenidas al polinizar artificialmente el polen de una rosa
cultivada a una rosa silvestre, la presencia del cruce se determiné utilizando como

un indicador la deteccién de un gen especifico a la combinacion de los
oligoiniciadores aunque para ser especies cultivadas especificas obtenidas en el
Ejemplo de Referencia 1. De la hoja de cada progenie obtenida, se extrajo ADN
gendmico utilizando el Mini Kit DNeasy Plant (QIAGEN) de acuerdo a un metodo

recomendado por el fabricante.

Luego utilizando éste como una plahtilla, 2 uM del inictador, 0.4 mMi de una
mézcla dNTP, un amortiguador 1x Ex Taq y 0.05U del Ex Taqg se sometieron a la
reaccion. La reaccién comprendié, después de reaccionar a 94°C, durante 5
minutos, 25 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto y 72°C

durante 2 minutos y finalmente reacciond a 72°C durante 7 minutos. El producto
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PCR obtenido se sometid a electroforesis con un gel de agarosa 0.8% para
confirmar la detecci-én de las bandas especificas. Sin embargo, au-nque la
morfologia de la planta individual aparentemente exhibié un rasgo intermedio,
ninguna correlacioén con la presencia de las bandas especificas se obtuvc-a. Esto
sugirié que el marcador RAPD obtenido aqui puede no ser el obtenido en todos los
cuatro cromosomas homoélogos, sinc se puede derivar de una secuencia de gen
presente solamente en algunos de los cuatro cromosomas homoélogos de las
especies cultivadas. Asi, se determind que es inapropiado como indicador. para Ié

presencia de cruce.

Eiemplo de Trabajo 1

Determinacion de la presencia de cruce en la progenie con la deteccidon del gen

KSN como un indicador

El polen de una rosa c‘ﬁltivada se polinizd a una rosa silvestre y para la
planta obtenida, se determind la presencia de cruce utilizande como un indicador
la deteccion del gen KSN (W0O2004/070036) que contiene un transposén que es
conocido por ser especificamente detectado en las rosas de florecimiento
perpetuo. Un iniciador de cadena mas en este gen y un iniciador de cadena
inversa en el transposdn insertado se designaron y prepararon con el fin de

posibilitar la determinacién de la presencia de insercion de un transposon.

De la hoja de cada progenie obtenida mediante cruce artificial, el ADN
genémico se extrajo utilizando el Mini Kit DNeasy Plant (QIAGEN) de acuerdo con
un método recomendado por el fabricante. Utilizando éste como una plantilla, un

total de 2.5 ml de solucién de reaccion que comprende 0.2 uM de cada uno de los
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iniciadores delanteros KSN1F3: 5 —-CAT ATT ATG GClA TAG GGT GTG GC-3
{SEQ ID NO: 3) y un iniciador inverso KSN1nsR3: 5 -TGT AAT CTG TAG GAG
ATC CCA TGC-5" (SEQ ID NO: 4), 0.2 mM de una mezcla de dNTP, un
amortiguador 1x Ex Taq y 0.625 U del I?x Taq se prepararon y se sometieron a
reaccién. La reaccion comprendié, después de hacer reaccionar a 94°C durénte 5
minutos, 25 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto y 72°C
durante 2 minutos, y finalmente reaccion6 a 72°C durante 7 minutos. El producto
PCR obtenido se sometid a una electroforesis con gel de agarosa a 0.8% para
confirmar la deteccidbn de una banda especifica- de aproximadamente 1.2 kb.
Tambiéen, se confirm6 que la morfologia de la pianta individual obtenida exhibidé un
rasgo intermedio a aquellas de las especies cultivadas y de las especies

silvestres.

Asi, para las plantas involucradas que se podrian determinar de la
morfologia por ser un cruce de las especies cultivadas y las especies silvestres, la
presencia del transposén que contiene el gen KSN se confirmé. Con base en esto,
se determind que las plantas individuales que no tienen un gen KSN que contenga
transposén no son un cruce de las especies cultivadas y de las especies
silvestres. Considerando esta caracteristica, se indicd que cuando las especies no
tienen un gen KSN que contiene transposén se utilizaron como el lado ferﬁenino,
la identidad del cruce se puede determinar al confirmar la presencia de un gen

KSN que contiene transposén en la planta individual de la progenie.

Eiemplo de Trabajo 2.

Determinacion de la presencia del gen KSN en las rosas silvestres
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Con el propésito de determinar si una rosa silvestre se podria someter a un

método de determinacion de la presente invencion, Ia presencia de un gen KSN

que contiene transposon en cada rosa silvestre se evalué. Como las rosas

silvestres, NOIBARA (R. multiflora Thunb. ex Murray), TERIHANOCIBARA (R.
chhuraiané Crep.), HAMANASU (R. rugosa Thunb. ex Murray),
OOTAKANEBARA (R. acicularis Lindl), KARAFUTOIBARA (R. marretii Lev.),
OOFUJIIBARA, AZUMAIBARA, YAMATERIHANOIBARA (R. luciae Franch. et
Rochebr.), YAMAIBARA (R. sambucina Koidz.), YAEYAMANOIBARA (R.
bracteata Wendl.), NANIWAIBARA (R. /aevigata Michx.), SANSHOUBARA (R.

roxburghii Tratt. var. hirtula (Regel) Rehd. et Wils.), TSUKUSHIIBARA (R.

multiflora var. adenochaeta (Koidz.) Makino), MORIBARA (R. luciae var.

hakonensis Franch. et Sav.), FUJIIBARA (R. luciae var. fujisanensis Makino),

~ YABUIBARA (R. luciae var. onoei (Makino) Momiyama), MIYAKOIBARA (R. luciae

var. paniculgera (Makino) Momiyama) se utilizaron para determinar la presencia
del gen KSN que contiene transposon (W02004/070036) de acuerdo a un método

descrito en el Ejemplo de Trabajo 1.

Como resultado_, ningun producto amplificado especifico (tamafio
amplificado predicho: aproximadamente 1.2 kb) del gen KSN que contiene
transposén se detectd de ninguna de las rosas silvestres. Por otro lado, el
producto amplificado del gen GAPDH que sirvid como el control interno se detecto
en todas las especies silvestres. Asi, en estas rosas silvestres, la presencié de un

KSN que contiene transposoén no se reconocio.

De lo anterior, se determind que el método de la presente invencién que
utiliza un gen KSN que contiene transposén como indicador puede utilizar

favorablemente una rosa silvestre como el sujeto de prueba.

ya»
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Eiemplo de Trabajo 3

Validacion de |la presencia de cruce con una rosa cultivada en la progenie obtenida

mediante cruce artificial.

Para una progenie individual para la cual la semilla padre es una rosa
silvestre y el polen padre es una rosa cultivada, la presencia del cruce se evalué

utilizando el método de determinacién d la presente invencion.

De acuerdo con un método estandar, inmediatamente antes del
florecimiento de las especies silvestres, se llevan a cabo el ensacado y ia
emasculaciéon cuando el estambre alcanza la madurez completa, los polenes del
huésped (WKS82) y un transformante (WKS$82/130-4-1 y WKS82/130-9-1) fueron
unidos en la manana del dia adecuado. Entonces, el ensacado se llevé a cabo de
nuevo para evitar la unién de otros polenes y la presencia de la formacion de
semillas se examiné. El polen utilizado se obtuvo al recubrir la antera antes del
clivaje, a la cual se le permitié permanecer en un desecador que tiene gel de silice

y luego obtener el polen fresco de la antera que clivo el siguiente dia.
Como la planta madre para el cruce, las especies silvestres utilizadas
fueron R. multiflora Thunb. ex Murray, R. wichuraiana Crép., y R. rugosa Thunb.

ex Murray.

La presencia de formacion de semilla se confirmé para la fruta para lo cual

ninguna caida de fruta fisiolégica se notd sino que el establecimiento de la fruta se

not6 en el punto de tiempo de mas de 2 meses después del cruce.
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Adicionalmente, las semil[-as obtenidas se recuperaron y después de un
tratamiento de enfriamiento a 4°C durante 3 meses, ellas se cosecharon. Con el
fin de confirmar la presencia de cruce con el huésped o el transfdrmaﬁte y la
presencia de la transmision del transgen en ellas, se efectud un método PCR de

acuerdo a un método descrito en el Ejempio de Trabajo 1 para analisis.

Cuando las semilias fueron sometidas a un tratamiento de enfriamiento,
gemacién, que es usualmente observada en aproximadamente 1 mes, no se
observé aun después del paso de 3 meses. Asi, una porcidn de las semillas
cosechadas que no germinaron se recuperaron de nuevo y fueron cosechadas
para un analisis similar. De las semillas rec;peradas de nuevo, se extrajo el ADN
genémico utilizando un Nucleén PHYTOPURE para un KIT DE EXTRACCION DE
ADN DE PLANTA (Amersham Biosciences) de acuerdo a un método
recomendado por el fabricante. Ademas, después de amplificar éste mediante un
equipo Midi REPLI-g (QIAGEN), la presencia del cruce con el huésped o el
transformante y la presencia de transmisién del gen introducido en ella se analizé
mediante un método PCR utilizando como el indicador la presencia de un gen

KSN que tiene un fransposoén insertado en éste. Como el control interno, el gen

gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se utilizé.

Iniciador especifico del gen GAPDH

Rh GAPDH-237F. 5-TGT CAT CTC TGC CCC AAG TAA GG-3' (SEQ ID

NO: 5)

Rh GAPDH-724R: 5-CAA CAT CCT CAT CGG TGT AAC CC-3' (SEQ ID

NO: 6)
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Los resultados se muestran en la Tabla 1y en la Tabla 2. La tasa de fruta
ajustada fue muy baja aun cuando cualquiera de los huéspedes y el recombinante
se utilizaran en el polen padre. La plantula obtenida se analizé'médiante un
meétodo PCR, en el cual el gen KSN que contiene el transposon se detectd y el
cruce de las especies silvestres con el huésped o el transformante se reconocio,
pero el transgen derivado del transformante no se detecté. Adicionalmente,
cuando las semillas cosechadas que no germinaron se recuperaron de nuevo y se
observé si ellas sonaban o no, la mayoria de ellas estaban “vacias (sin contenido
de semillas)’ y los embriones normales se confirmaron -solamente para una
fraccic_’m de las plantas. Para estas, se efectué un analisis sim‘ilar mediante el
método PCR, en el cual un gen KSN que contiene transposén se detectd y el
cruce de las especies silvestres con el huesped o el transformanie se reconocio,
pero el transgen derivado del transformante no se detectd. Se créyé de esto que el
transgen no se transmitid a la progenie, porque por ejemplo, el transgen no estaba

contenido en la célula de polen del transformante.

Asi, se creyd que aun si el transformante no se cruzd con las especies

silvestres (R. multiflora, R. wichuraiana, y R. rugosa), no hay posibilidad de gue el
transgen se transmita a la progenie, porque, por ejemplo, el transgen no estaba

contenido en la célula de polen del transformante.

!

Para R. wichuraiana, no fueron confirmados embriones normales en

ninguna semilla. .

Asi, al utilizar el método de determinacion de la presente invencién, la

presencia de cruce entre una rosa silvestre y una rosa cultivada se puede evaluar
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muy facilmente. También cuando el transgen no se puede transmitir a la progenie,
porque, por ejemplo, el transgen no esta contenido en la célula de polen del
transformante, generalmente el analisis de cruce es a menudo dificil. Sin embargo,
al utilizar el método de determinacién de la presente invencion, la presencia de
cruce se puede determinar facilmente. Asi, primero la presencia de cruce se
determina utilizando el método de determinacién de la presente invencién y
cuando esta se determina por.que se ha cruzado, es posible estimar si el transgen
esta presente en la célula de germen del padre del cruce al irivestigar la presencia

de transmisioén del transgen.



Tabla 1. La tasa de frutos logrados con las especies silvestres (R. multiflora, R. wichuraiana, R. rugosa) mediante cruce artificial y tasa de

deteccion del transgen en el individuo con ganacién.

Huésped (WKS82)

Transformante (WKS82/130-4-1)

No. de Tasa No. de | No. de Tasa | No. de Tasa No. No.de |Tasade |No.de Deteccio
frutos de semilla | individuos | de frutos de total de | individu | cruce individuos | nde la
logrados/ | frutos s cruzados/N | cruc | logrados/N | frutos semilla | os (%) para los tasa de
No. de logrado | totales | 0. de e 0. de flores | logrado |s cruzado cuales el | transgen
flores s (%) gemacion (%) | cruzadas s (%) s/No. de transgen | (%)
cruzadas gemacio se
n detectd/N
0. De
gemacion
R. muitiflora 18/251 7.1 27 1/2 50.0 45/256 17.6 65 33 100.0 0/3 0.0
R. 23/260 8.8 44 1/1 100. 11/260 42 24 0/0 - - -
wichuraiana 0 ’
R. rugosa 2[74 2.7 263 0/0 - 579 6.3 427 3/3 100.0 0/3 0.0




Huésped (WKS82)

Transformante (WKS82/130-9-1)

No. de Tasa No.de | No. de Tasa No. de Tasa No. No. de Tasa | No. de Deteccio
frutos de semilla | individuo |de frutos de total de | individuos de individuos | nde la
logrados | frutos S s cruce |logrados/N | frutos |semilla | cruzados/N | cruc | para los tasa de
/INo. de |logradc | totales | cruzados/ | (%) 0. de flores | logrado | s o. de e |cualesel transgen
flores s (%) No. de cruzadas s (%) gemacioén (%) |transgen | (%)
cruzada gemacion se
S detectd/N
o. De
gemacion
R. multiflora 18/251 7.1 27 1/2 50.0 34/255 13.3 59 1/4 25.0 0/4 0.0
R. 23/260 8.8 44 17 100.0 14/261 5.4 44 0/0 - 0/0 ‘ -
wichuraiana _
R. rugosa 2174 27 263 0/0 - 4/71 56 283 0/0 - 0/0 -




Tabla 2. La tasa de determinacién del transgen en las semillas obtenidas mediante cruce artificial con las especies silvestres (R. multiflora, R.

wichuraiana, R. rugosa)

Huésped (WKS82)

Transformante (WKS82/130-4-1)

Y No. No. de Tasade | " No.de No. de Tasa de cruce No. de semillas | Deteccién de la tasa
‘| semillas semillas cruce semillas semillas (%) en las cuales el | de transgen (%)
recuperad | cruzadas/ | (%) recuperadas | cruzadas/ transgen se
- as % No. de ?'No. de detect6/No. de
semillas semillas semillas
analizadas analizadas analizadas
R. multiflora 23 11/12 91.7 58 1010 100.0 0/10 0.0
R. wichuraiana 43 0/0 - 24 0/0 - 0/0 -
R. rugosa 257 30/33 90.9 271 28/30 93.3 0/30 0.0
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Huésped (WKS82)

Transformante (WKS82/130-9-1)

No. de Tasa No.de | No.de Tasa | No. de Tasa No. No. de Tasa No. de Deteccié
frutos de semilla | individuos | de frutos de total de | individuo | de individuos | ndela
logrados/ | frutos s cruzados/ | cruce |logrados/N | frutos semilla | s cruce | para los tasa de
No. de logrado | totales | No. de (%) 0. de flores | logrado | s cruzados/ | (%) cuales el | transgen
flores s (%) gemacion cruzadas s (%) No. de transgen . | (%)
cruzadas gemacion se
detecto/N
0. de
gemacioén
R. multiflora 18/251 71 27 1/2 50.0 34/255 13.3 59 1/4 25.0 0/4 0.0
R. 23/260 8.8 44 11 100.0 14/261 54 44 0/0 - 0/0 -
wichuraiana
R. rugosa 2174 2.7 263 0/0 - 4/71 5.6 283 0/0 - 0/0 -

*1), 2): Diferencia del No. de semillas recuperadas y el No. de semillas analizadas resultd porque semillas vacias (sin contenido de semillas),

semillas para las cuales la extraccion de ADN era imposible, y semillas para las cuales ninguna amplificacion del gen de control mediante PCR

se notd estaban excluidas del objeto del presente analisis.

J
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Ejemplo de Trabajo 4.

Validacion de la presencia de cruce entre una rosa silvestre y una rosa cultivada

bajo condiciones naturales

Utilizando el método de determinacidon de la presente invencion, se evalué
la presencia de cruce entre una rosa silvestre y una rosa cultivada bajo

condiciones naturales.

A aire abierto, la especie silvestre (R. multiflora) se colocé a una distancia
de 1m y 5m desde el huésped o el transformante para investigar el cruce con la
especie silvestre bajo condiciones naturales. Este estudio se llevo a cabo bajo una
condicion en la cual el huésped y el transformante y R. multifiora florecieron
simultaneamente. Las flores de R. multiflora que florecieron antes del inicio de
este estudio se removieron todas al inicio de este estudio y fueron colocadas en

una posicion predeterminada.

La presencia de la formacién de semilla se confirmd para el fruto para el
cual ninguna caida fisiologica de frutos se noté pero que los frutos logrados se
notaron en el punto de tiempo de mdés de 3 meses despues de completar el
estudio. Ad-iciohalmente, las semillés obtenidas se recuperardn y después de
tratamiento con enfriamiento a 4°C durante 3 meses, ellos fueron cosechados.
Con el fin de confirmar la presencia de cruce con el huésped o el transformante y
la presencia de transmisidn del transgen en ellas, se llevd a cabo un método PCR

de acuerdo con un método descrito en el Ejemplo de Trabajo 1 para analisis.
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El resultado se muestra en |la Tabla 3. Para la plantula obtenida de las
semiilas cosechadas en cualquier posicidon, ningin gen KSN que contiene
transposon se detectd o ningun cruce del huésped y el transformante con R.

multiflora se notd.

Esto sugiri6 ninguna 0 muy poca posibilidad de cruce del transformante

presente con las especies silvestres (R. multiflora) bajo condiciones naturales.

Asi, al utilizar el método de determinacién de la presente invencién, la
presencia de cruce entre una rosa silvestre y una rosa cultivada podria ser muy
facilmente evaluada. También cuando el transgen no se puede transmitir a la
progenie, porque, por ejemplo, el transgen no se obtiene de la célula de polen del
transformante, generalmente el analisis del cruce es a menudo dificil. Sin
embargo, al utilizar el método de determinacién de la presente invencion, la
presencia de cruce se puede determinar faciimente y asi, la presencia de

transmision del transgen de cruce también se podria analizar facilmente.

s

L



26

Tabla 3. La tasa de cruce con una especie silvestre (R. multiflora) bajo condiciones naturales y la deteccién de la tasa del transgen

Dist Huésped (WKS82) Transformante (WKS82/130-4-1)
anci | No. No. No. No.de | Presenciade Tasa | No. | No. | No. {No.de |Presenciade Tasa | Presencia de
a total |total |total | individu | cruce de total | total | tota | individu | cruce de transgen
de de de 0s No.de |No.de |cruc |de de de | os No.de | No.de jcruc | No.de |Tasade
flore *| fruto | semil analizad' individu | individu | e (%) | flore |fruto |se |analizad | individ | individ | e (%) | individu | detecci
S S las 0s os 0S No s s mill | os uos uos 0s on (%)
flore |logra cruzado | cruzado flore |logra | as cruzad | no detecta
cidas | dos s s cidas | dos os cruza dos
dos
im | 466 | 206 | 1011 300 300 0.0 | 485 | 117 | 648 129 0 129 0.0 0.0
5m | 484 751 148 148 0.0 | 484 40 | 199 28 0 28 0.0 0 0.0

145
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Dist Huésped (WKS82) Transformante (WKS82/130-9-1)
anci | No. | No. No. | No.de | Presenciade Tasa | No. | No. |No. | No.de |Presenciade Tasa | Presencia de
a total |total |total | individu | cruce de total |total |total |individu | cruce de transgen
de de de 0s No.de |No.de |cruc |de de de 0s No.de |No.de|cruc |No.de |Tasa
flore |fruto | semil | analiza |individu | individu | e flore | fruto | semil | analiza | individu | individ | e individu | de
s S las dos (ol 0S No (%) |s S las dos 0s uos (%) |os detecci
flore | logra cruzado | cruzado flore | logra cruzado | no detecta | 6n (%)
cidas | dos S S cidas | dos S cruza dos
dos
1m | 466 | 206 | 1011 300 300 0.0 | 484 | 205 | 1067 192 0 192 0.0 0.0
5m | 484 | 145 | 751 148 148 0.0 | 485 | 120 | 592 158 0 158 0.0 0.0
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Eiemplo de Trabajo 5.

Validacion de la presencia de cruce con rosa cultivada en las semillas cosechadas

de rosa silvestre nativa

Utilizando el método de determinacidon de la presente invencion, se evaluo
la presencia de cruce entre una resa silvestre nativa con una rosa cultivada bajo

condiciones normales.

De acuerdo con el método descrito en el Ejemplo de Trabajo 3, de la semilla

cosechada de la rosa silvestre nativa, se condujo un analisis PCR utilizando la

presencia de un gen KSN que tiene transposones insertados en estos como el

indicador para validar la presencia de cruce con una rosa cultivada. Como contro!

interno, se utilizé un gen de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

Resultados y discusién

Los resultados se muestran en la Figura 1y en la Tabla 4.

En el analisis de aproximadamente 1800 semillas cosechadas de un total
de 17 sitios, ninguno de los productos amplificados (tamafio amplificado predicho:
aproximadamente 1.2 kb) de un gen KSN que contiene transposén se detecté de
ninguna de las semillas. De otra parte, el gen GAPDH que sirvié como control

interno se detecto en todos los individuos.

De lo anterior, se determind que no habia cruce con las especies cultivadas

en todas las semillas cosechadas de las rosas silvestres nativas.
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Asi, al utilizar el método de determinacién de la presente invencién, la
presencia de cruce entre una rosa silvestre y una rosa cultivada se podria evaluar

muy faciimente.
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Tabla 4. Resultado del analisis de las semillas cosechadas de rosas silvestres nativas

Muestra | Nombre dela | No. de No. de frutos *1) No. *2) No. total | Presencia de cruce con una Tasa de cruce
No. especie piantas totai de - de semillas | rosa cultivada con especies
florecidas | No. de frutos | No. de | semillas analizadas No. de No. de cultivadas (%)
logrados analisis individuos individuos no
cruzados cruzados
1 R. paniculigera 30 5 5 23 13 0 13 0.0
2 R. paniculigera 50 37 37 227 79 0 79 0.0
3 R. paniculigera 10 15 12 0 12 0.0
4 R. paniculigera 5 2 20 16 0 16 0.0
5 R. paniculigera 100 46 46 270 233 0 233 0.0
6 R. paniculigera 10 2 2 3 1 0 1 0.0
7 R. paniculigera 20 4 4 27 5 0 5 0.0
8 R. paniculigera 300 176 176 695 380 0 380 0.0
9 R. paniculigera 100 102 102 428 75 0 75 0.0
10 R. paniculigera 10 7 7 40 22 0 22 0.0
11 R. paniculigera 300 200 20 169 109 0 109 - 00
12 R. paniculigera 50 34 10 100 88 0 88 0.0
13 R. paniculigera 50 18 10 67 42 0 42 0.0
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Muestra | Nombre de la | No. de No. de frutos *1) No. *2) No. total | Presencia de cruce con una Tasa de cruce
No. especie plantas total de de semillas | rosa cultivada con especies
florecidas | No. de frutos | No. de | semillas analizadas No. de No. de cultivadas (%)
logrados analisis individuos individuos no

_ cruzados cruzados

14 R. paniculigera 40 18 10 80 27 0 27 0.0

15 R. paniculigera 100 15 10 86 65 0 65 0.0

16 R. paniculigera 5000 1000 100 792 600 0 600 0.0

17 R. onoei 500 29 29 129 52 0 52 0.0

- - 6675 1698 573 3171 1819 0 1819 -

*1), 2): Diferencia en el No. total de semillas recuperadas y el No. total de semillas analizadas resultd porque las semillas vacias (sin contenido

de semilla), semillas para las cuales la extraccion de ADN era imposible y las semillas para las cuales ninguna amplificaciéon del gen de control

mediante PCR se noté se excluyeron del objeto del presente analisis.
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REIVINDICACIONES

Un método para determinar si o no una rosa silvestre de interés esta
cruzada con una rosa cultivada, que comprende investigar la presencia

de un gen KSN que contiene un transposén indicador.

El método de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde la rosa silvestre
de interés se determind no por ser cruzada con una rosa cultivada
cuando un gen KSN que contiene un transposén indicador no esta

presente en dicha rosa silvestre de interés.

El método de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde la rosa silvestre
de interés se determind por estar cruzada con una rosa cultivada
cuando el gen KSN que contiene un transposon indicador esta presente

en dicha rosa silvestre de interés.

El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3
en donde la semilla padre es una rosa silvestre y el polen padre es una

rosa cultivada.

El método de acuerdo a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en

donde dicha rosa cultivada es una rosa que tiene un gen insertado en

éste.

El método de acuerdo a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en

donde dichc gen es un gen relacionado con el color de la flor.
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El método de acuerdo a la reivindicacion 6 en donde el gen relacionado
con el color de la flor es el gen de la enzima flavonoide 3°, 5'-hidroxilasa

derivado de pensamiento de la familia violacea.

El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7
en donde la deteccion de dicho gen indicador se lleva a cabo por via de

hibridacién de los acidos nucleicos de dicho gen.

El método de acuerdo a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en
donde dicha deteccién se lleva a cabo por via de amplificacion

especifica mediante PCR.

El método de acuerdo a la reivindicacion 9 en donde dicho PCR se lleva

a cabo por via de un iniciador delantero:

CATATTATGGCATAGGGTGTGGC (SEQ ID NO: 3) y un iniciador

inverso: TGTAATCTGTAGGAGATCCCATGC (SEQ ID NO: 4).

. El método de acuerdo a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10
en donde dicha rosa silvestre es una planta de rosa que tiene, en la

configuracion homéloga, un gen KSN que no contiene un transposén.

El método de acuerdo a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11
en donde dicha rosa silvestre es NOIBARA (R. multiflora Thunb. ex
Murray), TERIHANOIBARA (R. wichuraiana Crep.), HAMANASU (R.
rugosa Thunb. ex Murray), OOTAKANEBARA (R. acicularis Lind!l),

KARAFUTOIBARA (R. marretii Lev.), OOFUJIIBARA, AZUMAIBARA,
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YAMATERIHANOIBARA (R. luciae Franch. et Rochebr.),_ YAMAIBARA
(R. sambucina Koidz.), KAKAYANBARA, YAEYAMANOCIBARA -(R.
bracteata Wendl.), NANIWAIBARA (R. Jaevigata Michx.),
SANSHOUBARA (R. roxburghii Tratt. var. hirtula (Regel) Rehd. et
Wils.), TAKANEBARA (R. acicularis var. nipponensis (Crép.) Koehne.),

TSUKUSHIIBARA (R. muiltiflora var. adenochaeta (Koidz.) Makino),

MORIIBARA (R. luciae var. hakonensis Franch. et Sav.), FUJIIBARA

(R. luciae var. fujisanensis Makino), YABUIBARA, NIOIIBARA (R.

luciae var. onoei (Makino) Momiyama), MIYAKOIBARA (R. luciae var.

paniculgera (Makino) Momiyama).

El método de acuerdo a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12
en donde dicha rosa cultivada es una planta de rosa que tiene, en la
configuracion homologa, un gen KSN que tiene un transposon

insertado en ésta.

El método de acuerdo a una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13

en donde dicha rosa cultivada es té hibrido, floribunda o miniatura.

Un par iniciador para amplificar un gen KSN que contiene un
transposon indicador en un método .para determinar si o no una rosa
silvestre de interés esta cruzada con una rosa cultivada, dicho par
comprende un iniciador que tiene una secuencia base idéntica o
sustancialmente homologa a la region de la secuencia base
establecida en la SEQ ID NO: 1 y un iniciador que tiene una secuencia
base identica sustancialmente homologa con Ia region de la secuencia

base establecida en la SEQ ID NO: 2.
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16. Un par iniciador de acuerdo con la reivindicacion 5 que comp'rehde un
iniciador delantero: CATATTATGGCATAGGGTGTGGC (SEQ ID NO:
3) y un iniciador inverso TGTAATCTGTAGGAGATCCCATGC (SEQ ID

NO: 4).
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RESUMEN

Se describe un método para determinar si 0 no una rosa silvestre de interés
estd cruzada con una rosa cultivada. EI método comprende las etapas de:
examinar si o no el gen KSN que contiene un transposén (un indicador) esta

3

contenido en la rosa de interes; y determinar que la rosa de interés esté cruzada

con una rosa cultivada cuando el individuo tiene un transposdn-que contiene un

gen KSN.

WPC15218/1D.158608
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SEQUENCE LISTING
{110>Method for determining whether or to wild roses have crossed with

cultivated roses

<120>
<130>1073356
<1606

C210>1
Q11>519
{212>DNA ‘
<213>Rosa sp.
<220>

<221>CDS
222> (1).. (516) '
{223>Nucleotide sequence of rose KSN gene
<400>1

atg
Met
|

gtt

Val

ace
Thr

gce
Ala

act
Thr
65

tig

gca aga atg
Ala Arg Met

ctt gat tac
Leu Asp Tyr
20

aaa ctc gtce
Lys Leu Val
35

aaa cct aga

Lys Pro Arg
50

ctg gtg atg

Leu Val Met

dag gag cac

tcg
Ser
5

ttt
Phe

tte
Phe

gtt
Val

aca
Thr

ctg

gaa
Glu

acc
Thr

aat
Asn

gag
Glu

gac
Asp
70

cac

cct
Pro

cca
Pro

gega
Gly

att
Ile
95

cca
Pro

tgg

tta
Leu

act
Thr

cat
His
40

caa
Gln

gat
Asp

att

gtt gtt gga
Yal Val Gly
10

act aaa atg
Thr Lys Met
25

gag cte ttc

Glu Leu Phe

gga ggc gac
Gly Gly Asp

gtt cct gge

Yal Pro Gly
75

gtg aca gac

1/8

aga
Arg

att
[le

cca
Pro

atg
Mef
60

cct
Pro

att

gtc
Val

gtc
Val

tet
Ser
45

aga
Arg

agt
Ser

ccd

ata
Ile

act
Thr
30

gca
Ala

tca
Ser

gat
Asp

ggce

gga
Gly
15

tac
Tyr

gtc
Val

tte
Phe

cct
Pro

aCc

PCT/

gat
Asp

agc

Ser

acc
Thr

ttc
Phe

tat
Tyr
80

aca

D
wi

20087058000

48

96

144

192

240

288

3>

——



o

| Pﬁ%ﬁ2938/05§000

Leu Lys Glu His Leu His Trp lle Val Thr Asp Ile Pro Gly Thr Thr.
85 90 95

gat gtt aca ttt gga aga gag atg gtg agc tac gag atg cca agg cca
Asp Val Thr Phe Gly Arg Glu Met Val Ser Tyr Glu Met Pro Arg Pro
100 105 110

aac ata gga atc cac agg tit gtg ttt gtt ctt ttc aag cag aaa cga
Asn Ile Gly Ile His Arg Phe Val Phe Val Leu Phe Lys Gln Lys-Arg
115 120 125

agg cag tcg gtg aac cca cct tct tca agg gat cac ttc aac acc cga
Arg GIn Ser Val Asn Pro Pro Ser Ser Arg Asp His Phe Asn Thr Arg
130 135 : 140

| agc ttc gca gee gaa aac gac ctc ggt ctt cct gtt gct gee gtt tac
Ser Phe Ala Ala Glu Asn Asp Leu Gly Leu Pro Val Ala Ala Val Tyr
145 A 150 : 155 160

ttc aat gCg cag aga gaa acg gca gca aga aga cgce tag
Phe Asn Ala Gln Arg Glu Thr Ala Ala Arg Arg Arg
165 170

<210>2
<211>8925
C212>DNA
{213>Rosa sp.
220>

2215

222>

<223>Nucleotide sequence of transposon in rose KSN gene,

<400>2

tgtaagtaca ttggcctatt accattcaac atatgatttc ccactacgac gaggaaaccg

 gagcttcaag gaagcaaaga gaaagatcac aagatcggtt cttgaagaca agatcaagtc
aaatcgagtc actgatcttg agtttaatgt gtattcattc catattggtt ggtataaatc

taaattgata tgcatatcgg ttgtattaag tcaataatcc cttatgcatt aaaatggttt

2/8

336

384

432

480

519

60
120
180

240



ftaacatgca
gttttaaatc
agtttttete
tgaaactggt
taattgtttc
aattgagtga
ggttgiaaaa
ttgtattctg
aagccacgca
tcatgtatca
ccatctagta
aagatggaac
gaaggtgeat
caagatgaac
daagaagaag
gttcgtaact
cgggaaaaac
attacatacg
ttcgaaacca
aaaatctccg
aagatactca
fttgatatag
atgttaaaac
gaggaagaag
agcaagaact
aacaacagtg
aaaccaaaat
aagcttggaa
gaaattgaaa
ttctetgatg
actctgatta
aaggtggaga
gtgagtgaat
aatgagtatc
aacttggaac
agattcatga

tatcaatttg
tttctatatt
ccttataaaa

ttctctttga

atgiattact
aaggaagect
qaagttagca

taaactctag

gtgaagttte
tactitettt
ttttcaattg
attcacgtga
gtgaaaaata
acgtgtggaa
gcgcttccad
tecaagcaga
tgaggataag
aaggaaataa
tgéctatggc
gtcagtgtcsg
gggctetgce
atgattatcc
ctgagaagaa
gatcactaga
cctctaaaaa
actacaatag
gctatgaatg
acagcaacaa
atgtggetcet
atgatgaaac
gaaacttgag
aacfattcga
cggcagatcet
tcaacaagat
tgttagcgaa
agtttgatat

agaccttgtt
tatcttaatc
aggtttcaaa
acttcttgtt
ttgcataatc
gaagattgat
titgttgeta
tgtttaatat
ctcagtggag

gattaaacte

gcatcagagc
tagggctact
cactcaatgg
catcgtagaa
taccactcce
fttcaaagcg
tcatigtgag
aaaggtacgt
agatgatgga
cagtctagga
ggaaaaattt
acttgatgag
aaacaaggsc
tcttgetcta
cacgaatgct
taagaatgga
tggleggtttc
caagtcactc
tgteteatea
aaatgttcge
cttggaaaaa
atcctcacaa
acaaggtgac
caaacttcta
aaatgagtct
cagctccact

aggaaagtat
aattatcaag
actaaagttt
ttgttcaaat
ttttacatcc
tgcctggaat
agaaaaggty
tegatteatt
aggtttacac
ttgagaaaaa
gegttcfaga
ggggegatcta
aagatftaca
aatggctgga
aaaccaagga
aagaacagca
actgccaagce
gcacagaaac
accgtggatg
gcaccttttg
cactcaaagg
ctcatcggaa
gtagccttca
clgacgaagg
cccagaagga
agaggaaact
ggtcacattt
ctttcaactt
ttgttgcctg
tgcaaacaac
gaagtagatt
tctgcatgga
caaaagatac
gaactggatg
ctacaacatg
tccatgtcca
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cgattgcaca
aaaagatttg
tetgtagggt
cgltitcgaa
actctcaaga
gttgaatcta
tttgttgtga
tticgtgttg
tgcgttagea
gtattttate
accttctaga
taaatagtcc
tgaaatcata
gletacctat
aggactggac
tcttcacage
aggcatggga
tgcaagcact
acttccatgg
atgaagataa
ttacgagcat
atttgaaaac
aagcagtgaa
aattcaaaaa
ataaccatat
tcaaaggaaa
ctactgactg
ggagtgatga
attctgaaag
tctacaaagc
tcctgaggac
aactggagaa
tgacgtggaa
ttaaaggaca
agttaaaatt
agttacttgg

PCT/IR2038/053000

ttcaaaaact
attgagggsg
ttttgacgec
aaaccctcelt
tcagtgattce
gagttagaat
acaacactac
gctacgttaa
aatcttcgtg
aacactggtt
gatcccagga
tcectggtic
cctctatget
gacaaaagca
tgaggaagaa
cctatcggag
tctcctacag
gatttttigaa
tagaattctt
aatagtcaaa
agaggactct
ctatgagateg
agaaattgaa
atttctcaaa
tggcagtegt
tcactcaagg
tggaaatagg
tgaatctcaa
tgatgagtat
ttcaaaggce
tgaaaaagaa
aagcaaactce
gactgaaaag
aagagccctg
aactcaagaa
atcaggaaaa

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020

1080 .

1140
1200
1260
1320
1380

1440

1500

1560

1620
1680

1740

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

om



gctectecate
gtacgtgcct
agtgtaaggg
actggtcaac
aagattggcc
gaaaaatgta
aaattaactg
accagaaaaa
ctitttgttt
gctttaactg
agacacatga
tcagtcacgt
ccéggtatac
agcgtcagcec
gtcctaaatc
catattcaag
gaaaccltig
ttatcttcca
tgtggagact
acaacctcac
agtcttggag
gtaaacttct
ftaatcattg
actgagttta
ttctcagetc
ctagacatgg
gcgatcagea
actgcttacg
agtccttgtt
gatngtgtgt
actcgtgttg
gtaacatttg
tntgaggaag
agagggtica
gatggiccga
ggaaatgtat

atacatgtge
caaaaccatc
aaggtaattc
acaggtacge
atatcagacc
ctgtcgaaac
aaattgttte
ttaaaagcaa
gtgctagcaa
catttectga
ctggagacaa
ttggagatgg
ctaaccttaa
atttggctga
agaaaggtga
caaatgaatc
aactttggca
aacaatgtgt
gcaaggttas
aagtattgga
gtaagagcta
tgaaagacaa
agaaacaatc
aaaatgectce
caataacccc
ctcgagtatt
ctgettgeta
agctgtggaa
acattctacg
tcttggggta
ttatggaatc
cagataccte
aggaagagga
agcaagitca
tgacaaggag
tactgtgttt

'gctaggatac

tgtagagcag
aaaccaacat
aaaécctaga
tagatgtaat
cttacaggtt
tcaaaagaat
aaatcattgg
aattcatcaa
caaacgacga
aacctggttt
gaggaaaget
aaatgigtta
tgactatgaa
aggtatcatg
ttctagtitg
cagaaagatg
ccgagecttsg
aaagcaaact
actattacac
catactagta
aactgaaacg
atctaataac
tttttctaac
tcaacaaaat
actacacgct
cacaataaat
aggtaanaag
agatagagaa
ttctctgaac
cattaatgtt
acccttcteg
aatccatgac
aaaagatcac
aaaggetgea
cattaccgaa

Aactggagaag

atagatgtct
catcaggtaa
acctttgtte
gaacggtttt
gagcttaaag
cctcaaactg
teceetgtts
cgctetcaca
gatttttggt
acttcatttg
aacattctas
tttgttgaag
gatgtgtest
ggaggtatga
cagtcttgtt
ggacatatca
ccazatitaa
aaggcaccic
atggatctca
gtigtagatg
tttgagtcct
tgtttagtga
tactgtcats
gggatagtgs
gcaggtttaa
agagtattcc
ccaaatgtta
caccttggta
agcagagcat
tctattgatg
gtcacacctt
aacatttttg
tccactcaag

gttcaggtaa

aatttgetaa
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attccaaaag
cecttgatga
aacttgacca
ctacttgtca
taaacttaca
aacaaaagga
aaagaagaaa
gtgaaactga
ttgaggcaac
atgttgacag
aggatgaaaa
ctcgaggtac
gattaactgc
ttaacaaaca
gatctgttga
tgtctgttaa
actatcagga
aaggtaaaac
acagaatggt
tgggaccagce
atttctcaag
ttaagaactt
gaataagatc
agcttggtgt
aaaggaaaaa
gcaaaaactt
ttanaccang
aacactttca
agtttgatgc
atagggttta
atcaatgtgt
cacagaatac
aaccagcinc
atatcatcgeg
gtcectntga
gcatgaacat

PCT/JP 203

caccaaattce
tcatgtcaaa
agaatccccc
tcactgtget
attttctcaa
actcattaac
agatgtctgg
tgatacatgt
ttgttigeta
tgettgtict
tacctctgga
agtaaacact
aaatctgatt
gagatgittg
taactgttat
atccacagag
cttgctgaaa
tgacaagatg
aaattctgcg
tcaatctgaa
atacacctgg
gagtcaaaaa

‘agataatgga

gtcacatgag
tagggtactg
ttgggctigan
aaatgatcaa
tgttntngge
tagaactgat
caataaaaga
gaaacaggaa
tgaaacatca
cacccaaagn
caatctaaca
ggtaagtgaa
tatatctcat

8/053000

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3330
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3120
3780
3840
3900
3960
4020

4080

4140
4200
4260
4320
4380

4440

4500
4560



tttegttttg
tggattagcg
gtaccaaggc
gatgntaaag
gtcgaaggac
ttacttctat
gecttictga
gatccacaca
gcetectcgag
ggatccataé
gtgtatgttg
tctgtcatge
clgcaagtaa
ctgatcaaga
actaagttaa
atcgggagtt
tgtgctegat
cgctatgtge
atfgcaggat
gggegatgtt
atatccttgt
ctttggatga
tgtgacaaca
cacattgatc
agctttgtge
aggttigaaa
actgtccact
gaaatgtaca
aaattgtgta
agectatgtg
gaactgcttc
gtggtgaact
agtaatcagg
ggtettteca
tecttgttat
~ ttacatgagt

tgtccattat
ccatgcaaga
ctagtaagte
gnaacgtgat
ttgactttga
ccattgette
atggatttct
acctagatca
cctggtatga
ataaaacatt
atgatattgt
aaagtgaatt
agcagataga
aattcggtct
gcgaagatca
tgctetatet
ttcaagcaaa
caggtacasgt
actctgatge
ttttcattgg
ctactgcaga
agcaaatgct
ctagtgctat
tccgatatcea
ccactgaaaa
tgttgaggaa
attgattgag
tattttcagt
ctcatgttta
giggcatgtt
ttttgetcac
ftctaggatt
ccttagtesgt
cataacataa
gcttagtace
aatatttgtc

tgaaccnaaa
tgaactgaat
caaigttata
taggaataaa
cgagactttt
tcatctccge
tcaggaggaa
tgtctaccgg
gagactatcc
gtttgtgaaa
atttggtice
tgaaatgagce
cacaggtttg
tgcttccaag
tgaaggaaaa
cactgecasc
ccccaaagaa
taattgtgec
tgactéggga
caacaatctg
agctgaatat
tcatgattat
taacatcact
ctttattagg
tcaacttgct
tgcectaggg
aaaattgtga
cafgtatctt
gicactgaat
tccttttgtt
ataactaatt
tgtaanaaac
ggigaacttt
aatcatgcag
ctaagaacat
actaaatnaa

aatattaagg
cagtttacta
ggaactaagt’
gccagactlag
gctectgtag
ttcaaattgt
gtttatgtag
ctcaagaaag
actcatcttg
cgaaccaaaa
acttctaaat
atgtgtggtg
tttctetete
aagacagtga
tcagtigatc
agaccigaca
tctcacctgg
cttttctata
ggaaatttaa
gttgeectgge
gttgccgete
ggcatatctc
aagaatcctg
gatttgettg
gatctgttca
atatgttcta
fcctagtatce
aatgttatca
caagtaaccc
ttctgtcaaa
ccctettete
ganaacggaa
ctaangttte
acaactactc
ctgttctgee
ggagatcttt
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cagecttgtt
ggaatgatgt .
ggattttcag
ttgctcaggs
ctaggttgga
ttcaaatgga
agcagectcee
ccetgtatgg
tgggaaaagg
atgacattgt
accttgtcaa
aactaacgta
aatcaaaata
ccaatcccat
cgactctcta
tctecttacag
acgctgtcaa
ccttcgacac
aggatcggaa
atagtaagaa
gaagiigctg
aaggtaagtt
ttcaacaclc
aacaaaacat
ctaagecict
agcattaagg
cctigatcac
tgecettattc
tactatgcat
tgagattcag
aaagtaatca
aattgtatcc
caagaaacga
gagactctct
ggttgctgag
gactccanta

PT/2608

ggatgataac
atggtactta
naatnaaagc
atattcacag
atctgttaga
tgtcaaaact
aggtticcaa
gctaaagcag
gtatgetaga
cattgcccaa
agaatttcaa
ttttctigega
cgctgagaac
gagtacaact

tcgaagtatg .

tgtgggtstyg
aagaataatc
taatgtagaa
aagcacttca
acaaaactgc
cacacaaata
gtctattttc
tcgaacaaag

actigagita

tgacactgcet
caaaatgatg
agtcactagt
tggacaaatg
cttcacctat
tgaagtagac
ggtectagtt
catctctcaa
getggtgagt
ccatgganca
aagagtcttg
nacatgtgct

/055200

4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700

5760

5820
2880
2940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720

%



tgggaccate
cticactcct
cttctatcac
gaatacatca
gtgattaaac
acttgcaaag
tcgtttectt
ttgageggga
cteccecattt
ttcactacat
aggttetttc
‘aggacatcgc
tntccatece
aagtctcegt
ggacgacatg
gatccggaac
gcaggagcct
caccgtcacc
acttgatttt
gcataageac
getacttega
tagtgattag
ttgaatggea
atgatttece
gatcggttct
attcattcca
aataatccct
gaaagtatcg
ttatcaagaa
taaagttttg
gticaaatcg
ttacattcac
cctggaatgt
gaaaaggtgt

attcctgete
tntntatgac
aagtttactc.
tgcttegtae
ttcgctatat
gaaacgatcc
ccttgatggt
gaagttatct
gageegt tet
atagentctce
acccﬁctgct
cgectgecte
ggeatgeatce
gatcagattc
catictcttc
atgcagegcee
gtcgcaccag
aagctttgtg
tcttacttta
agatactctt
tccggaaaag
tgtttatcte
atgcccaaag
actacgacga
tgaagacaag
tattggtteg
tatgcattaa
attgcacatt
aagatttgat
tgtagegttt
ttttcgaaaa
tttcaagatce
tgaatctaga
ttgttgtgaa

cttnttagga
actaaaatct
cttaaggtct
tctegaactat
tttctctect
tctgatatac
aatctgccta
gcatgcatat
cccaatcgsgt
ttetcteect
ctctcaccat
ctccagaaga
gtacacgcag
tagtggctga
tggtticgaac
acecteeegg
aggaaagctc
aggaatttga
titctgttte
aggatgettg
gatggaaact
tgaaacctaa
ggggagattg
ggaaaccgga
atcaagtcaa
tataaatcta
aatggttltt
caaaaactsgt
tgagggegasg
ttgacggcte
accctcttta
agtgattcaa
gttagaatgg
caacactact

ggattgattt ttcgtgtteg ctacgttaaa
atcttcgtgt catgtatcat actttctite

ggtttacact

gegttageaa

gatttcatga
tttctaagec
aactatgagt
gtgecttcca
cgatatgacc
ttgcagattc
caattaattt
acctagggaa
gigticcttg
cggattttac
gettcgetea
aggtcgtcag
tcggagtect
ctgecgaatt
tcgtcalgcc
gtttgacget
ggattccatg
cgtgcectee
tgcatittta
ctattattat
gattccttac
cttgcaggac
taagtacatt
gcttcaagga
atcgagtcac
aattgatatg
aacatgcata
tttaaatctt
tttttcteee
aaactggttt
attgtttcat
ttgagtgaaa
ttgtaaaacc
tgtattctgt
agcecacgeag
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getttacttt
ccacatcatg
accaattctt
ctaagtgatc
tatgcattca
tctgaatata
ccataatgac
aataaattgt
gtcttcntaa
tcttggttet
cagcaaacaa
gcagctgecea
ccteectectg
gcttgectea
ctgaccactc
ceeggtecat
gatgaagagsg
cattcaaagg
attttttttg
tcttaagtaa
tccaagtage
aaaagatgaa
ggcctattac
agcaaagaga
tgatcttgag
catatcggtt
tcaatttgag
tctatattta
ttataaaaag
ctctttgaac
gtattacttt
ggaagsgciga
aagttagcat
aaactctagt
tgaggtttce

PCT/IR2056/058000

agttctctta
gitatattca
attgttgaga
tgtgctetet
ttgeecttgat
ttttggetet
tatgcctaag
cataacttcet
aacctaactg
ctctgtgtge

ctegeetteg:

gagccegsggat
tetetetgga
cgacggacat
tcacacasga
ccecatgecat
aatttctgga
gggagaagta
gtgtgtaagt
tcgtattttg
accctttgtt
aaatcatgcg
cattcaacat
aagatcacaa
tttaatgtgt
gtattaagtce
accitgttag
tcttaatcaa
gtttcaaaac
ttettgtttt
gcataatctt

agattgattg

ttgttgctaa
gtttaatatt
tcagtggaga

attaaactct-

6780
6840
6900
6960
7020
7080

7140

7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
1620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8280

8640 -

8700
8760
8820
8880

gg;§§r,

a0



{gagaaaaag tattttatca acactggttc catctagtat tttca

{21023

211523

{212>DNA

{213>Artificial sequence
<2207

Q>

222>

<223>Forward primer
<400>3

catattatgg catagegtgt gec
<210>4

211>24

<212>DNA .
Q1IDArtificial sequence
220>

Q2

222>

{223>Reward primer
<400>4

tgtaatctgt aggagatccc atgc
210>5

<211>23

C212>DNA

{213DArtificial sequence
<2205

Q2

<222

{223>Primer

<400>5

tgtcatctet gccccaagta agg
<210>6

<211>23

<212>DNA

213>Artificial sequence

/8

e
9
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