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DESCRIPCION

PROMOTOR PROVENIENTE DE LA TORENIA CAPAZ DE ACTUAR EN PETALOS
CAMPO TECNICO

[0001]

La presente invencion hace referencia a un nuevo promotor. Mas
especificamente, la presente invencion se refiere a una region regulatoria de la
transcripcion del gen flavonoide 3’5" hidroxilasa (abreviado F3'5’) o del gen flavona
sintasa (abreviado FNS) derivado de la torenia, y a su uso.

ANTECEDENTES

[0002]

Es posible agregar nuevos rasgos a las plantas expresando un gen util en una planta
objetivo utilizando la tecnologia de recombinacion genética. Las plantas transgénicas
producidas de esta forma ya son cultivadas comercialmente a gran escala. Debido a
que la regulacion de la expresion de genes se controla principalmente a nivel de
transcripcion, la regulacion transcripcional es de extrema importancia para regular la
expresion de genes. Es decir, la transcripcion de un gen objetivo en el momento
adecuado, en el tejido adecuando y con la fuerza adecuada es importante para
producir una planta transgénica industrialmente Gtil. En muchos casos el inicio de la
transcripcion esta controlado por una secuencia de ADN en el lado 5'de una region
de traduccion. La region del ADN que determina el lado inicial de la transcripcion de
un gen y regula directamente su frecuencia se conoce como un promotor.

Los promotores estan presentes en una ubicacién a varios bp del lado 5" de un codon
inicial, y generalmente incluyen una secuencia tal como una caja TATA. Los
elementos cis reguladores que vinculan varios factores regulatorios de transcripcion
también estan presentes en el lado 5 y la presencia de estos elementos controlan
factores tales como los tiempos de la transcripcion, el tejido en el que se lleva a cabo
la transcripcién o la fuerza de la transcripcion. Los factores reguladores de la
transcripcion estan clasificados en varias familias segun sus secuencias de
aminoacidos. Algunos ejemplos de familias mas conocidas son los factores de
transcripcion tipo Myc y los tipo bHLH (hélice-bucle-hélice basica). Actualmente las
regiones y los promotores de control de transcripcion se utilizan frecuentemente bajo
el mismo contexto y no se distinguen estrictamente.

[0003]

Los antocianinos, un componente principal del color de las flores, son uno de
los miembros de los metabolitos secundarios conocidos como flavonoides. El color
de los antocianinos depende de su estructura. Es decir, el color de una flor es azul si
hay un aumento en el numero de grupos de hidroxilo en el anillo B de los
antocianinos, que son cromoéforos de antocianinos. Algunos ejemplos de
antocianinos son la delfinidina, cianidina y pelargonidina, y el numero de grupos de
hidroxilo en el anillo B de estos compuestos es 3, 2 y 1 respectivamente. Entre estos,
la delfinidina resulta en el color mas azul (ver FIG. 1). Ademés, a medida que
aumenta el numero de grupos acil-aromaticos (tales como los grupos cumaroil y
grupos cafeoil) que modifican a un antocianino, se sabe que el color producido por el
antocianino se convierte en azul (es decir, la absorcion maxima cambia a longitudes
de onda mas largas) y aumenta la estabilidad del antocianino. En cambio, si un
flavonoide tal como una flavona esta presente con un antocianino, se sabe que el
color resultante es mas azul y mas profundo. Dichos efectos se conocen como
efectos de copigmento, y la flavona es un tipo de copigmento (ver el documento no
patente 1).

[0004]

Se han realizado amplias investigaciones en encimas relacionadas con la

sintesis de antocianinos y el gen que codifica a dichas encimas (ver el documento no
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patente 1). Por ejemplo, la flavonoide 3’ hidroxilasa (abreviada como F3'H) y la
F3'5'H son encimas que catalizan una reaccién que aumenta el numero de grupos de
hidroxilo en el anillo B. La F3'H se requiere para la sintesis de la cianidina mientras
que la F3'5'H se requiere para la sintesis de la delfinidina. Dado que la delfinidina no
se sintetiza en plantas como las rosas, claveles y crisantemos, no existen variaciones
azules de estas plantas. Existen ejemplos del cambio de color de las flores de estas
plantas al color azul por medio de la expresién del gen F3'5'H en estas plantas (ver la
Publicacion Internacional No. WO 1996/036716, Documento de Patente 4 y la
Publicacion Internacional No. WO 2009/062253). Las flavonas se sintetizan a partir
de los flavonoides por medio de la catalisis de la enzima FNS. Existen ejemplos de
cambios en el color de las petunias por medio de la expresion de su gen flavona
sintasa (ver Biotecnol. de Plantas, 21, 377-386 (2004)).

[0005]

Ademas, se han encontrado resultados con respecto a la regulacion
transcripcional de los genes involucrados en la biosintesis de los antocianinos. Un
elemento cis regulatorio esta presente en la region de control de transcripcion de
estos genes ubicados en el lado 5' de un codén inicial que se une con un factor
regulatorio de transcripcion tipo Myb y con un factor regulatorio de transcripcion tipo
bHLH. Se sabe que los factores regulatorios de transcripcion tipo Myb y tipo bHLH
controlan la sintesis de antocianinos en plantas como la petunia, el maiz y la perilla
(ver Documento No-Patente 1).

[0006]

En las plantas, los promotores responsables de la transcripcion de genes
(también conocidos como regiones regulatorias de transcripcion) consisten de los
llamados promotores constitucionales que operan en cualquier tejido y en cualquier
momento de la etapa de desarrollo, promotores especificos a un oérgano/tejido que
operan en érganos Yy tejidos especificos y promotores especificos de tiempo que se
expresan solamente en momentos especificos de la etapa de desarrollo. Los
promotores constitucionales se utilizan generalmente como promotores para
expresar genes Utiles en plantas transgénicas. Algunos elementos de promotores
constitucionales son el promotor 35S del coliflor y los promotores construidos con
base en estos (ver Documento de No-Patente 3) y el promotor Mac1 (ver Documento
de No-Patente 4). Sin embargo, en las plantas muchos genes se expresan
especificamente en algunos érganos/tejidos o en momentos especificos. Esto indica
que es necesario que estos genes se expresen en tejidos u érganos especificos o en
momentos especificos. Existen ejemplos de recombinacion genética en plantas
utilizando regiones regulatorias de transcripcion especificas a o6rganos/tejidos o
especificas a tiempos. Por ejemplo, se ha logrado acumular proteinas en semillas
utilizando una regién regulatoria de transcripcion especifica a una semilla.

[0007]

Existen varios informes acerca de promotores que funcionan especificamente
en petalos de flores o que funcionan principalmente en pétalos de flores junto con su
uso. Por ejemplo, existen ejemplos de cambios en el color de las flores expresando
el gen F3'5'H en petunias o claveles utilizando el promotor del gen chalcona sintasa
derivado de la boca de dragén o de la petunia. El promotor del gen chalcona sintasa
en rosas funciona en rosas y crisantemos. También hay ejemplos de cambios de
color en flores a través de la expresion del promotor del gen cineraria F3'5'H en las
petunias. Ademas hay ejemplos del uso del gen flavanona 3-hidroxilasa promotor del
crisantemo para expresar el gen F3'5'H en pétalos de crisantemo.

[0008]

Sin embargo, es dificil predecir el grado de funcionalidad de un promotor para
obtener el fenotipo deseado en una planta objetivo recombinante. Ademas, es
posible silenciar un gen si se introduce una secuencia de bases idéntica o similar a
una planta huésped o si se insertan varias copias de un gen introducido o dicho gen
se inserta repetidamente (ver Documento de No-Patente 5). Por lo tanto se debe
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evitar el uso repetido del mismo promotor para expresar una variedad de genes
exdgenos ya que puede causar el silenciamiento genético. Ademas, aunque los
genes de la encima involucrada en la sintesis de flavonoide pueden funcionar en los
pétalos de las flores, el momento de su expresion es diferente. En general, se sabe
que las flavonas y flavonoles se expresan cuando las flores son jovenes en
comparacion con los antocianinos. Por ejemplo, la adquisicion de una variedad de
promotores teniendo diferentes tiempos de expresion es industrialmente importante
para cambiar el color de las flores.

Documentos del Estado de la Técnica

Documentos de Patente

[0009]

Documento de Patente 1: Publicacion Internacional No. W096/25500

Documento de Patente 2: Publicacion Internacional No. WO01/72984

Documento de Patente 3: Publicacion Internacional No. W0O94/28140

Documento de Patente 4: Publicacion Internacional No. WO05/17147
Documentos de No-Patente
[0010]

Documento de No-Patente 1: Planta J., 54, 737-749, 2008

Documento de No-Patente 2: Quimica de Agricultura y Biologia, 53, 797-800,
1989

Documento de No-Patente 3. Fisiologia de las Células de las Plantas, 1996,
37, 49-59

Documento de No-Patente 4: Biologia Molecular de las Plantas, 1990, 15, 373-
381

Documento de No-Patente 5: Anales de Botanica, 1997, 79, 3-12
DESCRIPCION DE LA INVENCION
Problemas a ser resueltos por la Invencién
[0011]

Un objeto de la presente invencion es suministrar un nuevo promotor que sea
util para cambiar el color de la flor de una planta.

Medios para solucionar los problemas
[0012]

Como resultado de la realizacion de exhaustivos estudios para resolver los
problemas anteriormente mencionados, los inventores de la presente invencion
descubrieron que las regiones reguladoras de transcripcion del gen F3'5'H y el gen
FNS derivados de torenia son promotores novedosos y Utiles para cambiar el color
de la flor de una planta y confirmaron la utilidad de las mismas, conduciendo asi a la
realizacion de la presente invencion.

A saber, la presente invencién es como se describe a continuacion.

[0013]

[1] Un acido nucleico seleccionado del grupo que consiste de los siguientes:

(1) un acido nucleico compuesto por la secuencia de bases mostrada en la
SEQ ID NO: 20;

(2) un acido nucleico capaz de funcionar como una region reguladora de
transcripcion del gen F3'5'H de torenia y compuesto de una secuencia de bases que
ha sido modificada mediante la adicion, eliminacion y/o sustituciéon de una o varias de
las secuencias de bases en la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 20;

(3) un acido nucleico capaz de funcionar como una region reguladora de
transcripcion del gen F3'6'H de torenia y de hibridarse en condiciones altamente
estrictas con un acido nucleico compuesto de una secuencia de bases
complementaria a la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 20; y,

(4) un acido nucleico capaz de funcionar como una regién reguladora de
transcripcion del gen F3'5'H de torenia y que tiene al menos 90% de identidad de
secuencia con la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 20.

[0014]
[2] Un vector de expresion que contiene el acido nucleico descrito [1] arriba.
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[0015]

[3] El vector de expresion descrito en el punto [2] arriba, que contiene la
secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 20.

[0016]

[4] Un huésped no humano transformado por el vector de expresién descrito
en el punto [2] o [3] arriba.
[0017]

[5] Una planta, o su descendencia, una porcién o un tejido de la misma,
introducido con el acido nucleico descrito en [1] arriba.
[0018]

[6] La planta, o su descendencia, porcion o tejido de las mismas, descritas en
[5] arriba, |a cual es una flor cortada.

[0019]

[7] Una flor cortada procesada obtenida mediante el uso de la flor cortada
descrita en [6] arriba como materia prima.
[0020]

[8] Un acido nucleico seleccionado del grupo que consiste de los siguientes:

(1) un acido nucleico compuesto de la secuencia de bases mostrada en SEQ
ID NO: 12;

(2) un acido nucleico capaz de funcionar como una region reguladora de
transcripcion del gen F3'S'H de torenia y compuesto de una secuencia de bases
modificada mediante la adiciéon, eliminacién y/o sustitucibn de una o varias
secuencias de bases in la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 12;

(3) un acido nucleico capaz de funcionar como una region reguladora de
transcripcion del gen F3'5'H de torenia y de hibridarse en condiciones altamente
estrictas con un acido nucleico compuesto de una secuencia de bases
complementaria a la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 12; y,

(4) un acido nucleico capaz de funcionar como una region reguladora de
transcripcion del gen F3'6'H de torenia y que tiene al menos 90% de identidad de
secuencia con la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 12.

[0021]

[9] Un vector de expresion que contiene el acido nucleico descrito en [8] arriba.
[0022]

[10] El vector de expresion descrito en [9] arriba, que contiene la secuencia de
bases mostrada en la SEQ ID NO: 12.

[0023]

[11] Un huésped no humano transformado por el vector de expresion descrito
en [9] o [10] arriba.
[0024]

[12] Una planta, o su descendencia, una porcion o un tejido de las mismas,
introducidos con el acido nucleico descrito in [8] arriba.
[0025]

[13] La planta, o su descendencia, porcion o tejido de las mismas, descritas en
[12] arriba, la cual es una flor cortada.

[0026]

[14] Una flor cortada procesada obtenida mediante el uso de la flor cortada
descrita en [13] arriba como materia prima.
[0027]

[15] Un acido nucleico seleccionado del grupo que consiste de los siguientes:

(1) un acido nucleico compuesto de la secuencia de bases mostrada en la
SEQ ID NO: 21,

(2) un acido nucleico capaz de funcionar como una regién reguladora de
transcripcion del gen F3'5'H de torenia y compuesto de una secuencia de bases
modificada mediante la adicion, eliminacion y/o sustitucion de una o varias
secuencias de bases en la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 21,
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(3) un acido nucleico capaz de funcionar como una region reguladora de
transcripcion del gen FNS de torenia y de hibridarse en condiciones altamente
estrictas con un 4cido nucleico compuesto de una secuencia de bases
complementaria a la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 21; v,

(4) un acido nucleico capaz de funcionar como una region reguladora de
transcripcion del gen FNS de torenia y que tiene al menos 90% de identidad de
secuencia con la secuencia de bases mostrada en la SEQ ID NO: 21.

[0028]

[16] Un vector de expresion que contiene el acido nucleico descrito en [15]
arriba.
[0029]

[17] El vector de expresion descrito en [16] arriba, que contiene la secuencia
de bases mostrada en SEQ ID NO: 21.

[0030]

[18] Un huésped no humano transformado por el vector de expresion descrito
en [16] o [17] arriba.
[0031]

[19] Una planta, o su descendencia, una porciéon o un tejido de las mismas
introducidos con el acido nucleico descrito en [15] arriba.
[0032]

[20] La planta, o su descendencia, la porcién o el tejido de las mismas,
descritas in [19] arriba, la cual es una flor cortada.
[0033]

[21] Una flor cortada procesada obtenida mediante el uso de la flor cortada
descrita en [20] arriba como materia prima.
[0034]

[22] Un vector de expresion que contiene el acido nucleico descrito en [22]
arriba y el acido nucleico descrito en [15] arriba.
[0035]

[23] El vector de expresion descrito en [22] arriba, que contiene la secuencia
de bases mostrada-en SEQ ID NO: 20 y la secuencia de bases mostrada en SEQ ID
NO: 21.

[0036]

[24] Un huésped no humano transformado por el vector de expresion descrito
en [22] o [23] arriba.
[0037]

[25] Una planta, o su descendencia, una porciéon o un tejido de las mismas
introducidos con el acido nucleico descrito en [1] arriba o el acido nucleico descrito
en [15] arriba.

[0038]

[26] La planta, o su descendencia, porcion o tejido de la misma, descrita en
[25] arriba, la cual es una flor cortada.

[0039]

[27] Un vector de expresién que contiene el acido nucleico descrito en [8]
arriba y el acido nucleico descrito en [15] arriba.
[0040]

[28] El vector de expresion descrito en [27] arriba, que contiene la secuencia
de bases mostrada en SEQ ID NO: 12 y la secuencia de bases mostrada en SEQ ID
NQ: 21.

[0041]

[29] Un huésped no humano transformado por el vector de expresion descrito
en [27] o [28] arriba.
[0042]

[30] Una planta, o su descendencia, una porcién o un tejido de las mismas,
introducida con el acido nucleico descrito en [8] arriba o el acido nucleico descrito en
[15] arriba.
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[31] La planta, o su descendencia, la porcién o el tejido de la misma, descrita
en [30] arriba, la cual es una flor cortada.
[0044]

[32] Una flor cortada procesada obtenida mediante el uso de la flor cortada
descrita en [31] arriba como materia prima.
Efectos de la invencion
[0045]

El uso de las regiones promotoras que se cree regulan la transcripcion de
genes de enzimas en los pétalos de la flor de torenia, a saber, las regiones que
controlan la transcripcion del gen F3'5'H y del gen FNS de torenia, hace que sea
posible inducir especificamente la transcripcion de un gen exdgeno en un tejido como
el tejido de flores en el que se acumulan los flavonoides y antocianinas. Algunos
ejemplos de genes exogenos transcritos incluyen, mas no se limitan a, genes
involucrados en el color de la flor, el aroma y similares.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0046]

FIG. 1 es un diagrama esquematico de la ruta de biosintesis de flavonoides.

FIG. 2 es un diagrama esquematico de un vector binarioc pSPB3797 para
insercién de genes.

FIG. 3 es un diagrama esquematico de un vector binario pSPB3798 para
insercion de genes.

MEJOR FORMA DE REALIZAR LA INVENCION
[0047]

Algunos ejemplos de regiones reguladoras de transcripciones de la presente
invencion incluyen acidos nucleicos compuestos de la secuencia de bases mostrada
en SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 12 y SEQ ID NO: 21. Sin embargo, también se cree
que los promotores compuestos por secuencias de bases modificadas mediante la
adicion, eliminacion y/o sustitucion de una o mas (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10) bases
en la secuencia de bases mostrada en SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 12 o SEQ ID
NO: 21 mantienen una actividad igual a la del promotor inicial. Asi, la presente
invencién también hace referencia a un acido nucleico compuesto de una secuencia
de bases modificada mediante la adicién, eliminacién y/o sustituciéon de una o varias
secuencias de bases in la secuencia de bases mostrada en SEQ ID NO: 20, SEQ ID
NO: 12 o SEQ ID NO: 21 siempre y cuando el acido nucleico funcione como una
region reguladora de transcripcion en pétalos de flores.

[0048]

La presente invencion también hace referencia a un acido nucleico capaz de
funcionar como una regién reguladora de transcripcion del gen F3'5'H o del gen FNS
de torenia y de hibridarse en condiciones altamente estrictas con la secuencia de
bases mostrada en SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 12 o SEQ ID NO: 21, asi como un
acido nucleico capaz de funcionar como una regién reguladora de transcripcion del
gen F3'5’H de torenia o del gen FNS y que tiene al menos 90% de identidad de
secuencia con la secuencia de bases mostrada en SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 12 o
SEQ ID NO: 21.

[0049]

Algunos ejemplos de estos acidos nucleicos incluyen acidos nucleicos
compuestos de una secuencia de bases capaz de hibridarse en condiciones
altamente estrictas con un polinucleétido complementario a la secuencia de bases
mostrada en SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 12 o SEQ ID NO: 21 y que tiene identidad
de secuencia con la secuencia de bases mostrada en SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO:
12 o SEQ ID NO: 21, preferiblemente de aproximadamente 70% o mas, mas
preferiblemente de aproximadamente 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% o 98%, y, de la manera mas
preferible, de aproximadamente 99%.
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[0050]

Aqui, el término “condiciones estrictas” se refiere a condiciones de hibridacion
faciimente determinadas por una persona experta en la técnica, y generalmente son
condiciones experimentales que dependen de la longitud de la sonda, la temperatura
de lavado y la concentracion de sal. Por lo general, entre mas larga sea la sonda,
mas aumenta la temperatura de hibridacion adecuada, mientras que, entre mas corta
sea la sonda mas disminuye la temperatura. La hibridacion depende generalmente
de la capacidad de una cadena de rehibridar ADN desnaturalizado en el caso de
estar presente en un ambiente a una temperatura cercana a pero inferior al punto de
fusion de la misma. Mas especificamente, un ejemplo de bajas de condiciones
estrictas consiste en lavado en una solucion de 5xSSC y 0,1% SDS bajo condiciones
de temperatura de 37 °C a 42 °C en la etapa de lavado del filtro después de la
hibridacion. Adicionalmente, un ejemplo de altas condiciones estrictas consiste en
lavado en una solucion de 0,1xSSC y 0,1% SDS a 65°C. El aumento de la
rigurosidad de estas condiciones permite la obtencién de un polinucleétido con una
homologia de secuencia o identidad de secuencia mas alta.

[0051]

La presente invencion también hace referencia a un vector que contiene la
region reguladora de transcripcion del gen F3'5'H y/o del gen FNS de torenia, y un
huésped no humano transformado por ese vector.

Adicionalmente, la presente invencién también hace referencia a una planta, o
su descendencia, porcion o tejido de la misma con una caracteristica util, como el
cambio de color obtenido al vincular la region reguladora de transcripcion del gen
F3'5'H y/o gen FNS de torenia a un gen exégeno util e introducir dicho gen exégeno
en la misma, y la porcion puede ser una flor cortada. Algunos ejemplos de plantas
capaces de ser transformadas incluyen, pero no se limitan a, la rosa, el crisantemo,
el clavel, la boca de dragdn, el ciclamen, la orquidea, la dalia, el jacinto silvestre, la
fresia, la gerbera, el gladiolo, la gypsophila, la kalanchoe, el lirio, el pelargonium, el
geranio, la petunia, la torenia, el tulipan, el arroz, la gloria de la mafiana, la cebada, el
trigo, la colza, la papa, el tomate, el alamo, el platano, el eucalipto, la batata, la soja,
la alfalfa, el altramuz y el maiz.

[0052]

La presente invencion hace referencia a un producto procesado que usa la
antes mencionada flor cortada (flor cortada procesada). Aqui, los ejemplos de flores
de corte incluyen, pero no se limitan a, flores prensadas, flores preservadas, flores
secas Y flores selladas con resina usando estas flores de corte.

Ejemplos
[0053]

A continuacién sigue una explicacion detallada de la invencién conforme a los
ejemplos de la misma.

Las técnicas de biologia molecular fueron de acuerdo con Molecular Cloning
(Sambrook y Russell, 2001) a menos que se indique especificamente lo contrario.
Aungue los metodos utilizados para transformar el Agrobacterium, la petunia y la
rosa se describen en la Publicacion Internacional No. W02004/020637 o el
Documento de Patente 4, los metodos no se limitan a los mismos.

[0054]

[Ejemplo 1: Clonacion de la regién de control de transcripcion del gen F3'5'H
de torenia TBG10]

La secuencia de bases de ADNc del gen F3'6'H de torenia es conocida
(Molecular Breeding 6, 239-246 (2000), Numero de Acceso de Secuencia de ADN
AB012925 del Gene Bank). Se preparé una biblioteca de ADN cromosémico de
torenia usando ADASHII (Agilent Technologies, Inc.) para el vector conforme al
método recomendado por el fabricante. Se prepar6 ADN cromosémico de torenia a
partir de las hojas de la variedad de torenia Summer Wave Blue (Suntory Flowers
Ltd.). La biblioteca de ADN cromosdémico de torenia resultante se filtr6 usando ADNc
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del gen F3'5'H de torenia marcado y se recupero la placa de un fago que hibridé con
ADNc del gen F3'S'H de torenia. Usando este fago como modelo, se realiz6 PCR
usando dos tipos de oligonucleédtidos (T3pro: 5-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3'
(SEQ ID NO: 1), T7pro: 5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3' (SEQ ID NO: 2)) como
cebadores para ampliar un fragmento de ADN que contenia la secuencia derivada de
ADN cromosoémico de torenia. Usando este ADN como modelo, se realizo PCR
usando un  conjunto de  oligonucledtidos (T3pro,  THF2RV: 5'-
CTATGGAAGATAACAATG-3' (SEQ ID NO: 3)) o un conjunto de oligonucledtidos
(T7pro, THF2RV) como cebadores. Un fragmento de aproximadamente 5,6 kb (SEQ
ID NO: 4) capaz de ser amplificado por PCR usando T3pro y THF2RV fue clonado en
pCR2.1 TOPO (Invitrogen Corp.). El plasmido resultante fue denominado pSPB3745.
[0055]

Usando el antes mencionado fago como modelo, se realizé PCR usando un
conjunto de oligonucledtidos (TBG10proFW: 5-TGAAATATAAATATGAATGGG-3'
(SEQ ID NO: 5), TBG10proRV: 5'-ACTGAATGGTGACTAGCTGC-3' (SEQ ID NO: 6))
como cebadores. El fragmento de ADN resultante fue clonado en Bluntll-TOPO
(Invitrogen Corp.) para obtener el plasmido pSPB3764 (que contiene la SEQ ID NO:
7). Esta secuencia de ADN se muestra en la SEQ ID NO: 7. Adicionalmente, usando
pSPB3764 como modelo, se realizé PCR usando un conjunto de oligonucleétidos
(TBG10proFW, TBG10proXbalRV: 5'-TCTAGACTGAATGGTGACTAGC-3' (SEQ ID
NO: 8)) como cebadores. Este fragmento de ADN fue clonado en Bluntll-TOPO para
obtener el plasmido pSPB3770. Este plasmido contiene una region 5’ no traducida de
F3'6'H de torenia de aproximadamente 4 kb, y tiene una secuencia de
reconocimiento de Xbal restrictasa en el 3'-terminal de la misma.

[0056]

[Ejemplo 2: Clonacidn de la Region de Control de Transcripcion del gen F3'5'H
de Torenia TBG16]

Se dejo6 proliferar la placa del fago hibridado con el ADNc del gen F3'5'H de
Torenia obtenido en el Ejemplo 1 para obtener el ADN del fago. Usandolo como
modelo, se realizd PCR usando un conjunto de oligonucleétidos (T3pro, THF2RV) o
un conjunto de oligonucleétidos (T7pro, THF2RV) como cebadores. Un fragmento de
ADN de aproximadamente 2,3 kb obtenido del producto de PCR derivado de (T3pro,
THF2RV)fue clonado en pCR2.1 TOPO para obtener el plasmido pSPB3746. La
secuencia del mismo se muestra en la SEQ ID NO: 9. Usando este plasmido como
modelo, se realiz6 PCR usando un conjunto de oligonucleétidos (TBG16proFW: 5'-
TCCTATTGCACTCGTTTTTTC-3' (SEQ ID NO: 10), TBG16proRV: 5'-
ACTGAATGGTGACTAGCCGCA3' (SEQ ID NO: 11)) como cebadores. El fragmento
de ADN resultante fue clonado en Bluntll-TOPO (Invitrogen Corp.) para obtener el
plasmido pSPB3758. La secuencia de ADN contenida en este plasmido se muestra
en la SEQ ID NO: 12. Adicionalmente, usando el pSPB3758 como modelo, se
realiz6 PCR wusando un conjunto de oligonucleétidos (TBG16proFW,
TBG16proBamHI: 5'-GGATCCACTGAATGGTGACTAGCC-3' (SEQ ID NO: 13))
como cebadores. Este fragmento de ADN fue clonado en Bluntll-TOPO para obtener
el plasmido pSPB3768. Este plasmido contiene una regiéon 5’ no traducida de F3'5'H
de torenia de aproximadamente 0,7 kb, y tiene una secuencia de reconocimiento de
BamHi restrictasa en el 3'-terminal de la misma.

[0057]

[Ejemplo 3: Clonacion de la region de control de transcripcion del gen FNS de
Torenia]

Se filtro la biblioteca de ADN cromosémico de torenia obtenida en el Ejemplo 1
usando ADNc de gen FNS de torenia marcado y se recuperé la placa de un fago
hibridado con ADNc de gen FNS de torenia. Se dejo proliferar la placa del fago para
preparar el ADN del fago. Usando este ADN como modelo, se realizé PCR usando
un conjunto de oligonucleottidos (T3pro, TFNSR3: 5'-
ATTCCTAATGGGCTGAAAGTG-3' (SEQ ID NO: 14)) o un conjunto de
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oligonucleétidos (T7pro, TFNSR3) como cebadores. Un fragmento de ADN de
aproximadamente 4,2 kb (SEQ ID NO: 15) capaz de ser amplificado mediante PCR
usando T7pro y TFNSR3 fue clonado en pCR2.1 TOPO. El plasmido resultante fue
denominado pSPB3747.
[0058]

Utilizando el ADN de fago mencionado anteriormente como modelo, se
realiz6é PCR usando un conjunto de oligonucledtidos (TFNS1proFW: 5'-
CAAATGAAACCCCATCAGTGTC-3' (SEQ ID NO: 16), TFNS1proRV: 5'-
GCTTTATATATATTTTTTTAGCGC-3' (SEQ ID NO: 17)) como cebadores. El
fragmento de ADN amplificado fue clonado en Bluntll-TOPO para obtener el
plasmido PSPB3759. La secuencia insertada con este plasmido se muestra en la
SEQ ID NO: 18. Usando el pSPB3759 como modelo, se realizé PCR usando un
conjunto de oligonucleodtidos (TNFS1proFW, TFNS1pBamHIRV: 5'-
GGATCCGCTTTATATATATTTTTTTAGC-3' (SEQ ID NO: 19) como cebadores. Este
fragmento de ADN fue clonado en BluntTOPO para obtener el plasmido pSPB3769.
Este plasmido contiene una region 5 no traducida de FNS de torenia de
aproximadamente 3,6 kb, y tiene una secuencia de reconocimiento de BamHi
restrictasa en el 3'-terminal de la misma.
[0059]

[Ejemplo 4: Produccién de vector binario que contiene regiones de control de
transcripcién de F3'5'H y FNS de torenia]

El plasmido pSPB3770 obtenido en el Ejemplo 1 fue digerido y cortado con
Sspl y adicionalmente digerido con Xbal. Se unié el fragmento de ADN de 1,6 kb
(SEQ ID NO: 20) resultante a un fragmento de ADN obtenido al digerir y cortar
pBinPLUS con Hindlll y mediante digestion adicional con Xbal para obtener plasmido
pSPB3791.

Se unié un fragmento de ADN obtenido al digerir plasmido pSPB580 (descrito
en el Documento de Patente 4)con BamHI y Pacl (que contiene ADNc BP40 de
F3'5'H derivado de pensamiento y una secuencia terminadora D8 de petunia
secuencia) a pBinPLUS obtenido mediante digestion con BamHI y Pacl para obtener
plasmido pSPB3795. Se unié un fragmento de ADN obtenido al digerir plasmido
pSPB3791 con Xbal y Pacl a un fragmento de ADN obtenido al digerir pSPB3795
con Xbal y Pacl para obtener el vector binario pSPB3793. Una region de control de
transcripcion derivada de TBG10, ADNc de F3'5'H derivado de pensamiento y el
terminador D8 de la petunia se unieron en este vector binario en ese orden.

[0060]

El plasmido pSPB3768 obtenido en el Ejemplo 2 fue digerido y cortado con
EcoRl y digerido nuevamente con BamHI. Se unié el fragmento de ADN de
aproximadamente 0,7 kb resultante a un fragmento de ADN obtenido  al digerir y
cortar pBinPLUS con Hindlll y luego de digestion adicional con BamHI para obtener
plasmido pSPB3790. Luego, un fragmento de ADN obtenido al digerir esto con
BamHI y Pacl se unié a un fragmento de ADN obtenido al digerir pSPB580 con
BamHI y Pacl para obtener el vector binario pSPB3792. Una secuencia de control de
transcripcién derivada de TBG16, ADNc de F3'S'H derivado de pensamiento y el
terminador D8 de la petunia se unieron en este vector binario en ese orden.

[0061]

El plasmido pSPB3769 obtenido en el Ejemplo 3 fue digerido y cortado con
Spel y digerido nuevamente con BamHI. Se unié el fragmento de ADN de
aproximadamente 1,4 kb resultante (SEQ ID NO: 21) a un fragmento de ADN
obtenido al digerir y cortar pSPB3383 con Hindlll
y luego de digestion adicional con BamHI para obtener plasmido pSPB3789. Una
region de control de transcripcion de FNS, ADNc de FNS de torenia y un terminador
D8 de petunia se unieron en este plasmido en ese orden, y un fragmento de ADN en
el que estaban contenidos pudo ser recuperado mediante escision con Ascl. El
vector binario introducido con este fragmento de ADN en el sitio Ascl de pSPB3793
fue designado pSPB3798 (ver FIG. 3), mientras que el vector binario introducido con
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este fragmento de ADN en el sitio Ascl de pSPB3792 fue designado como pSPB3797
(ver FIG. 2).
[0062]

[Ejemplo 5: Expresion en la Petunia (Resultados para

PT315)

Se introdujo el plasmido pSPB3797 o pSPB3798 descrito en el Ejemplo 4 a
Agrobacterium tumefaciens. La cepa de petunia Skr4xSw63 (descrita en la
Publicacion Internacional No. W093/01290) que produce flores de color rosa claro se
transformé usando este Agrobacterium. Una parcela experimental derivada de
pSPB3797 fue designada como PT314 y una parcela experimental derivada de
pSPB3798 fue designada en PT315. Se obtuvieron dos cepas independientes de
transformantes en PT314. El color de la flor de ambas cepas cambié a un color
violeta rojizo claro. Los resultados del analisis de los pétalos de la flor de PT314 y
PT315 y las antocianidinas de Skr4xSw63 usando métodos conocidos se muestran
en las siguientes Tablas 1y 2.

[0063]
[Tabla 1]
Muestra Delfinidina | Petunidina Pelargonidina Peonidina Malvidina
PT314-1 54 : 98,6 3.8 20,6 1950
PT314-2 472 [ 76,5 3.3 17,6 1150
Skr4xSwé3 0 ] 29 225 15,8 603 |
Unidades: ug/g de pétalos de flores frescas
[0064]

Se obtuvieron veintiséis cepas independientes de transformantes en PT315.
Entre estas, el color de la flor de 15 cepas cambid a violeta rojizo. Se analizaron los
petalos de flor de una porcion de estas cepas y las antocianidinas y flavonas de
Skr4xSw63 usando métodos conocidos.

[0065]
[Tabla 2]

Muestra Delfinidina _|Petunidina| Pelargonidina [Peonidina| Malvidina | Apigenina Tricetin
PT315-1 3.0 72 0 27 1330 2.8 11
PT315-9 6,8 126 0 0,6 1580 1,9 31
PT315-12 2,0 33 1,0 7.0 393 44 9.4
PT315-13 3,0 72 0 2.8 1550 48 | 17
PT315-14 4,0 72 0 53 1290 56 | 11
PT315-15 5,0 109 0 1,0 1630 48 | 38
PT315-17 56 116 0 8,2 1690 18 | 27
PT315-19 1,9 39 15 11 756 30 | Z0
PT315-20 3.6 93 0 48 1190 T T
PT315-21 10 185 0 14 1130 1,4 % 81 |
PT315-25 58 101 0 06 1540 2.4 11
PT315-26 3.3 71 0 1 862 35 | 25 ]
Skr4xSwé3 0 3.2 56 11 74 0 1‘ 0o |

Unidades: ng/g de pétalos de flores frescas
[0066]

Estos resultados indican que una region de control de transcripcion derivada
de TBG10 contenida en pSPB3770, una region de control de transcripcion derivada
de TBG16 contenida en pSPB3768, y una region de control de transcripcion derivada
de FNS contenida en pSPB3759 también demuestran sus funciones en diferentes
cepas de petunia.

[0067]

[Ejemplo 6: Introduccion de pSPB3798 a la Variedad de Rosa "Ocean Song"]

Se introdujo el plasmido binario pSPB3798 descrito en el Ejemplo 4 a la cepa
de Agrobacterium tumefaciens Agl0. La variedad de rosa "Ocean Song" se
transformé6 usando este Agrobacterium transformado para obtener 15
transformantes. Entre los 15 transformantes sometidos a andlisis de antocianidina, se
confirmé la acumulacion de delfinidina en 5 transformantes. El contenido maximo de

17
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delfinidina fue de 7,3% (promedio: 5,0%). Adicionalmente, como resultado del
analisis de flavonoles y flavonas, se detectd miricetina en 8 de 9 transformantes y se
detecto tricetin en 7 transformantes. Se formé delfinidina, miricetina y tricetin por la
accion de F3'5'H derivado de pensamiento y se indicé que la region de control de
transcripcion del gen TBG10 derivado de torenia funciona en la rosa.
[0068]

Por otro lado, ya que se pudo confirmar la previamente ausente acumulacion
de flavonas (tricetin, luteolina, apigenina) en todos los transformantes sometidos a
analisis, también se indico el funcionamiento de la region de control de transcripcion
del gen FNS derivado de torenia en la rosa. Adicionalmente, la cantidad total de
flavonas fue como maximo 0,6588 mg por 1 g de petalos de flores frescas.

Los valores de analisis de los transformantes representativos se muestran en
la siguiente Tabla 3.
[0069]

14



[Tabla 3]

Planta Del Antocianidinas (mg/g) Flavonoles (mg/g Flavonas (ma/g)
No. (%) Del Cya Pel M Q K Tri Lut Api Total
Control de 0,05 0,0000 0,0324 0,0000 0,0000 2,6657 0,1730 0,0000 0,0000 0,0000 0.0000
Ocean Song
1 7,3% 0,0006 0,0076 0,0000
2 6.0% 0,00086 0,0100 0,0000 0.0662 1,3835 0,2738 0,0431 0,2928 0,0138 0,3498
| 3 5,4% 0,0002 0.0036 0,0000
4 4.8% 0,0004 0,0090 0,0000
5 1,4% 0,0002 0,0141 0,0000 0,0109 1,7564 0,2911 0,0110 0,1680 0,0088 0,1878
6 0,0% 0,0000 0,0019 0.0000 0,0041 0,5825 0,2806 0,0112 0,3098 0,0206 0,3417
7 0,0% 0,0000 0,0026 0,0000 0,0000 0.05060 0,3112 0,0063 0,3153 0,0222 0,3439
8 0,0% 0,0000 0,0106 0,0000 0,0075 1,4460 0,4400 0,0056 0,0825 0,0059 0,0941
9 0,0% 0.0000 0,0037 0,0000 0,0137 0,8253 0,2856 0,0577 0,5679 | 0,332 0,6588
10 0,0% 0.,0000 0,0492 0,0000 0,0341 3,5195 0.4933 0,0000 0.1222 0,0066 0,1289

Del: deffinidina, Cya: cianidina, Pel: pelargonidina, M: miricetina, Q: quercetina,
K: kaempferol, Tri: tricetin, Lut: luteolina, Api: apigenina
Del(%): Porcentaje de delfinidina entre el total de antocianidinas
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[0070]

[Ejemplo 7: Introduccion de pSPB3797 en la variedad de rosa "Ocean Song"]

Se introdujo el vector binario pSPB3797 descrito en el Ejemplo 4 en la
variedad de rosa de color lavanda “Ocean Song” se obtuvieron 7 transformantes. No
fue posible confirmar la acumulacion de delfinidina en ninguno de los 7
transformantes analizados para las antocianidinas. Adicionalmente, como resultado
del analisis para flavonoles y flavonas, no se detectd miricetina o tricetin en ningun
transformante. Estos resultados indican que el promotor del gen TBG16 derivado de
la torenia no funciona en las rosas.

Por otro lado, ya que se pudo confirmar la acumulacion de flavonas (luteolina,
apigenina) debido a la acciéon de FNS derivado de torenia en todos los
transformantes analizados, se indicé el funcionamiento del promotor del gen FNS
derivado de torenia en la rosa. Adicionalmente, la cantidad total de flavonas fue como
maximo 0,1704 mg por 1 g de pétalos de flores frescas.

Los valores de analisis de los transformantes representativos se muestran en
la siguiente Tabla 4.

[0071]
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[Tabla 4]

Planta Del Antocianidinas (mg/g) Flavonoles (mg/g Flavonas (mg/g)
No. (%) Del Cya Pel M K e TH Lut Api Total
Control de 0,05 0,0000 0,0324 0,0000 0,0000 26657 0,1730 0,0000 0,0000 0.0000 0,0000
Ocean Song
1 0.0% 0,0000 0,0123 0,0000 0,0000 0,1610 0,2288 0,0000 0,1405 0,0076 0.1481
2 0.0% 0,0000 0,0034 0,0000 0.0000 0,8202 0,2264 0,0000 0,1367 0,0082 0,1449
3 0,0% 0,0000 0,0108 0,0000 0,0000 1,2625 0,5670 0,0000 0.1292 0,0102 0,1394
4 0.0% 0,0000 0,0180 0,0000 0,0000 1,9873 0,9176 0,0000 0,0702 0,0048 0,0750
5 0,0% 0,0000 0,0077 0,0000 0,0000 1,6323 0.4398 0,0000 0,1651 0,0053 0,1704
6 0,0% 0,0000 0,0208 0,0000 0,0000 2,4281 0,6282 0,0000 0,1067 0,0052 0,1119
d 0.0% 0,0000 0,0154 0,0000 0,0000 2,1013 0,3322 0,0000 0,1528 0,0062 0,1590

Del: delfinidina, Cya: cianidina, Pel: pelargonidina, M: miricetina, Q: quercetina,
K: kaempferol, Tri: tricetin, Lut: luteolina, Api: apigenina
Del(%): Porcentaje de delfinidina entre el total de antocianidinas

Zc
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APLICABILIDAD INDUSTRIAL

[0072]

Se determind que las regiones promotoras que se creia que gobernaban la
transcripcion de los genes de las enzimas en flores de torenia, es decir las
regiones regulatorias de transcripcion del gen flavonoide 3'5" hidroxilasa y el gen
flavona sintasa de torenia funcionan como regiones regulatorias de transcripcion
en los pétalos de las flores de diferentes especies en petunias y rosas. Esto quiere
decir que es posible inducir especificamente la transcripcion de un gen exdgeno
en un tejido tal como un tejido de flor en el cual los antocianinos se acumulan con
el uso de estas regiones regulatorias de transcripcion. Algunos ejemplos de genes
exogenos transcritos incluyen, mas no se limitan a, genes involucrados en el color
y olor de las flores, entre otros.



REIVINDICACIONES-SOLICITUD DIVISIONAL

1. Un acido nucleico seleccionado del grupo que consiste de o
siguiente:

(1) un é&cido nucleico compuesto de la secuencia de bases que
aparece en SEQ ID NO: 21;

(2) un acido nucleico capaz de funcionar como una region regulatoria
de transcripcion del gen F3'5'H de torenia y compuesto de una secuencia de
bases modificada por medio de la adicion, eliminacion y/o sustitucion de una o
varias secuencias de bases en la secuencia de bases que aparece en SEQ ID NO:
21;

(3) un acido nucleico capaz de funcionar como una region regulatoria
de transcripcion del gen FNS de torenia e hibridarse bajo condiciones altamente
estrictas con un acido nucleico compuesto de una secuencia de bases
complementaria a la secuencia de bases que se muestra en SEQ ID NO: 21; and,

(4) un acido nucleico capaz de funcionar como una regién regulatoria
de transcripcion del gen FNS de torenia y que tenga por lo menos un 90% de
identidad de secuencia con la secuencia de bases que aparece en SEQ ID NO:
21

2. Un vector de expresion plasmido que contenga el acido nucleico
segun la reivindicacién 1.

3. El vector de expresion plasmido segun la reivindicacion 1, que
contenga la secuencia de bases que aparece en SEQ ID NO: 21.

4, Un método para producir un huésped no humano recombinante al
transformar el huésped no humano con el vector de expresion segun la
reivindicacion 2 o 3.

3. Un método para producir una planta recombinante o descendencia,
una porcién o un tejido de la misma, al introducirlo con el acido nucleico segun la
reivindicacion 1.

6. El método segun la reivindicacion 5, que produce una flor cortada.

A Un método para producir una flor cortada procesada que comprende
la flor cortada segun la reivindicacion 6 como materia prima.

8. Un vector de expresion plasmido que contenga el acido nucleico
segun la reivindicacion 1y el acido nucleico segun la reivindicacién 1.

9. El vector de expresion plasmido segun la reivindicacion 8, que

contenga la secuencia de bases que aparece en SEQ ID NO: 20 y la secuencia de
bases que aparece en SEQ ID NO: 21.

10.  Un meétodo para producir un huésped no humano recombinante por
el vector de expresion segun la reivindicacion 8 o 9.

11. Un método para producir una planta recombinante, o descendencia,
0 una porcién o un tejido de la misma, al introducir un acido nucleico seleccionado
del grupo que consiste de:

(1) un acido nucleico compuesto de la secuencia de bases que
aparece en SEQ ID NO: 20;

(2) un acido nucleico capaz de funcionar como una regién regulatoria
de transcripcion del gen F3'5'H de torenia y compuesto de una secuencia de
bases modificada por medio de la adicion, eliminacién y/o sustitucién de una o
varias secuencias de bases en la secuencia de bases que aparece en SEQ |D NO:
20;

(3) un acido nucleico capaz de funcionar como una region regulatoria
de transcripcion del gen F3'5’H de torenia e hibridarse bajo condiciones altamente



estrictas con un acido nucleico compuesto de una secuencia de bases
complementaria a la secuencia de bases que se muestra en SEQ ID NO: 20; y,

(4) un acido nucleico capaz de funcionar como una region regulatoria
de transcripcién del gen F3'5'H de torenia y que tenga por lo menos un 90% de
identidad de secuencia con la secuencia de bases que aparece en SEQ ID NO: 20
y el acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1.

12.  El método segun la reivindicacion 11, que produce una flor cortada.

13.  Un vector de expresion plasmido que contenga el acido nucleico
segln la reivindicacion 8 y el acido nucleico segun la reivindicacion 1.

14.  El vector de expresion plasmido segun la reivindicacion 13, que
contenga la secuencia de bases que aparece en SEQ ID NO: 12 y la secuencia de
bases que aparece en SEQ ID NO: 21.

15.  Un método para producir un huésped no humano recombinante al
transformar el huésped no humano con el vector de expresion segun la
reivindicacion 13 o 14.

16. Un método para producir una planta recombinante o descendencia,
una porcion o un tejido de la misma, al introducirlo con el &cido nucleico
seleccionado del grupo que consiste en:

(1) un acido nucleico compuesto de la secuencia de bases que

aparece en SEQ ID NO: 12;

(2) un &cido nucleico capaz de funcionar como una regién regulatoria
de transcripcion del gen F3'5'H de torenia y compuesto de una secuencia de
bases modificada por medio de la adicién, eliminacion y/o sustitucion de una o
varias secuencias de bases en la secuencia de bases que aparece en SEQ ID NO:
12

(3) un &cido nucleico capaz de funcionar como una region regulatoria
de transcripcion del gen F3'5'H de torenia e hibridarse bajo condiciones altamente
estrictas con un &cido nucleico compuesto de una secuencia de bases
complementaria a la secuencia de bases que se muestra en SEQ ID NO: 12; y,

(4) un &cido nucleico capaz de funcionar como una region regulatoria
de transcripcion del gen F3'5’H de torenia y que tenga por lo menos un 90% de
identidad de secuencia con la secuencia de bases que aparece en SEQ ID NO: 12
y el acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1.

17.  El método segun la reivindicacion 16, que produce una flor cortada.

18.  Un método para producir una flor cortada procesada que comprende
la flor cortada segun la reivindicacién 17 como materia prima.

19. Una combinacion del acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1y
el acido nulecio seleccionado del grupo compuesto por:

(1) un acido nucleico compuesto de la secuencia de bases que aparece en
SEQ ID NO: 20;

(2) un acido nucleico capaz de funcionar como una region regulatoria
de transcripcion del gen F3'5'H de torenia y compuesto de una secuencia de
bases modificada por medio de la adicion, eliminacién y/o sustitucion de una o
varias secuencias de bases en la secuencia de bases que aparece en SEQ ID NO:
20;

(3) un acido nucleico capaz de funcionar como una region regulatoria
de transcripciéon del gen F3'5'H de torenia e hibridarse bajo condiciones altamente
estrictas con un &cido nucleico compuesto de una secuencia de bases
complementaria a la secuencia de bases que se muestra en SEQ ID NO: 20; and,

(4) un acido nucleico capaz de funcionar como una region regulatoria
de transcripcion del gen F3'5'H de torenia y que tenga por lo menos un 90% de
identidad de secuencia con la secuencia de bases que aparece en SEQ ID NO:
20; 0

L
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(1) un acido nucleico compuesto de la secuencia de bases que
aparece en SEQ ID NO: 12;

(2) un acido nucleico capaz de funcionar como una regién regulatoria
de transcripcién del gen F3'5’'H de torenia y compuesto de una secuencia de
bases modificada por medio de la adicion, eliminacion y/o sustitucion de una o
varias secuencias de bases en la secuencia de bases que aparece en SEQ ID NO:
12;

(3) un &cido nucleico capaz de funcionar como una regién regulatoria
de transcripcion del gen F3'5'H de torenia e hibridarse bajo condiciones altamente
estrictas con un &cido nucleico compuesto de una secuencia de bases
complementaria a la secuencia de bases que se muestra en SEQ ID NO: 12; y,

(4) un &cido nucleico capaz de funcionar como una region regulatoria
de transcripcion del gen F3'5’H de torenia y que tenga por lo menos un 90% de
identidad de secuencia con la secuencia de bases que aparece en SEQ ID NO:
12.



RESUMEN

Un nuevo promotor Util para alterar el color de las flores de una planta,
seleccionado del grupo que consiste en: (1) un &cido nucleico que comprende la
secuencia de nucledtidos representada por SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 12 o
SEQ ID NO: 21; y (2) un acido nucleico que mantiene la misma actividad
promotora que la de la secuencia de nucleétidos representada por SEQ ID NO: 20,
SEQ ID NO: 12 0 SEQ ID NO: 21, y que comprende una secuencia de nucleétidos
producida al modificar la secuencia de nucleétidos original mediante la adicion,
eliminacion y/o sustitucion de una o varias secuencias de nucleotidos, o que
puede hibridarse con un é&cido nucleétido que comprende una secuencia de
nucleétidos complementaria a la secuencia de nucledtidos original bajo
condiciones altamente estrictas, o con 90% o mas de identidad de secuencia con
la secuencia de nucledtidos original.

CPT\CPT\ID-417668\WPC17511
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'ESCRITUHA PUBLICA NUMEHO == i 401] = S -
No. CUATRG MIL DIECISIETE

|

DE FECHA:  yugvE (9) DE AGOSTO DEL A0 DOS MIL ONCE

—-4.-.-“--.--.—.—_-.——-..

q..——--——_—__-—u--—-—

‘TORGADA EN LA NOTARIA SEXTA (6°) DEL
CIRCULO NOTARIAL DE BOGOTA, D.C.

ACTO: PODER I

PODERDANTE: CAVELIER ABOGADOS Nit. 860.041.367-3 g
APODERADQS: .

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ C.C. 35.456.344

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

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

s
| En la ciudad de Bogota DIStrItO Capital, Republica de Colombia, ante mf ~ MABEL
ANDREA RODRLGUE‘Z DIAZ - Notana(o ) Sexta(0) (6) ~ Encargada - de este Circulo
Notarial, se otorgé la escritura pdblica que se consigna en los siguientes

B T ET I ot mmemmentn g i i e e oo

Comparecié: con minuta escrita la sefiora ADRIANA ZAPATA GIRALDOQ, mayor
de edad, vecina de esta ciudad, casada, identificada con la cédula de ciudadania
No. 51.680.061 de Bogota, y dijo:

! ESTIPULACIONES

PRIMERA: Que obra en su calidad de Representante Legal de la sociedad
denominada CAVELIER ABOGADOé domiciliada en la Carrera 4 No. 72-35,
Bogotd, Colombia. :
SEGUNDA: Que SUNTORY/ HOLD!NGS/ LIMITED, sqciedad constituida y
existente bajo las leyes de Japdn, domiciliada en 1-40,/Dojimahama 2-chome;,

Kita—ku,/Osaka-éhi,' Osaka 530-8203, Japén, designé a CAVELIER ABOGADOS

Como su representante para la Propiedad Industrial en Colombia con facultades
de nombrar apoderados tal como consta en la copia auténtica del documento de

representacion que se protocoliza.

TERCERA: Que en su cardcter de representante legal de CAVELIER

LIMITED,' confiere poder a los abogados LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, T.P.A. No.
|

-

| ABOGADOS, y'en desarrolio de la facultad otorgada por SUNTORY HOLDINGS™

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



23,555, identificada con cédula de ciudadania nimero 35.456.344 de Usaguen,
NIDIA OSORIO LOPEZ, T.P.A, No.73.366, identificada con cédula de ciudadania
nimero 39.787.682 de Bogoia, OSCAR FERNANDO CORREA BARBOSA,
T.EA. No. 71.027 identificado con cédula de ciudadania nimero 79.524.634 de
Bogotd, EDNA DARMELY SARMIENTO CHARRY, T.P.A. 65.794 identificada cén
cédula de ciudadania nimeroc 52.006.265 de Bogeld y JORGE CHAVARRO
ARISTIZABAL, T.PA. No. 40,119, identificado con cédula de ciudadania nimero
16.209.380 de Cartago (Valle), mayores de edad, vecinos de Bogota, para qgue
representen a la sociedad a cuyo nombre actia, ante cualesquiera entidades 0
personas, ejerzan o no jurisdiccion, incluyendo las del orden administrativo,
cortencioso administrativo y judicial, asi como los tribunales de arbitramento, en
todo lo concerniente a los siguienies asuntos: --------=sessswmrermrro oo e
a) Obtencion de patentes de invencién, modelos de utilidad, disefios industriales,
trazado de circuitos integrados, secretos industriales; el registro de marcas de
fabrica, colectivas, defensivas, de serviclo, lemas comerciales, nombres
comerciales, ensefias, variedades vegetales, denominaciones de origen e
indicaciones de procedencia, su rengvacidn, traspaso, cambio de nombre o
domicilio, cancelacian voluntaria; y el registro de licencias de uso de escs
HETEORIGE mmrmrmrommmm s e e e e o e
b} Las acciones ds competencia desleal, proteccion del consumidor, oposiciones,
cancelacion administrativa o judicial, nulidad, medidas cautelares, accicn por
infraccion, concesion de licencias, la proteccién de secretos industriales y de
nombres de dominio junto con su administracion y pago; acciones populares, e
tutela y de cumplimienio; y en general los procesos civiles, penales,
administrativos o contencioso administrativos, de conciliacion, arbitramento, tutela

relacionados con estos derechos; acciones y procesos que promovamaos 0 58 NoS

promuevan. - e S B

CUARTO: Que los apoderados designados estan faculiados en todos 10§ asunios
arriba determinados para sustituir este mandato, transigir, conciliar, aroitrar,

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

actos de agentes oficiosos. - ey
QUINTO: Que protocoliza con la presente escritura, un certificade expedido por a
Camara de Comercio de Begota, que acredita la constitucidn y personeria de la

sociedad CAVELIER ABOGADOS, iguaimente protocoliza copia autenticada del
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DOCUMENTQS
CERTIFICA:
NOMERE : CAVELIER ABOGADOS
N.I.T. : 860041367-3
DOMICILIO - BOGOT2A D.C.
CERTIFICRA:
NO: 00820237
CERTIFICA;
CONSTITUCION - QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0006232 DE NOTARIA

SEXTA DE BOGOTA D.C. DEL 10 DE SEPTIEMBRE DE 1974 , INSCRITA EL
26 DE SEPTIEMBRE DE 1974 BAJO EL NUMERO 00021234 DEL LIBRO IX, SE
CONSTITUYO LA SOCIEDAD CIVIL ..DENOMINADA: CAVELTER PERDOMO Y
CAVELIER. P it e LEE R R S

gt CERTIFICA : St
QUE POR ESCRITURA':PUBLICA NO. 0001000 DE NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
D.C. DEL 10 DE MARZO DE 1383 . INSCRITA EL. 5 'DE ABRIL DE 1983
BAJO EL NUMERO 00130769 'DEL ILIBRO "IX, ‘LA "SOCIEDAD CAMBIO SU
NOMBRE DE : CAVELIER'PERDOMO degVELIER,ﬂL?OR_aL DE : CAVELIER
ABOGADOS R 1 K ek

"o CERTIEICA: Ll
QUE POR ESCRITURA PUBLICA NUMERO "1.000 OTORGADA EN LA NOTARIA 6A.
DE BOGOTA EL 10 DE MARZOmDEﬁ1;983;TINSGRITAggEHJTESTA CAMARA DE
COMERCIO EL 5 DE ABRIL DE 1.983 BAJO EL NUMERO 130769 DEL LIBRO
1X, LA SOCIEDAD CAMBIC SU NOMBRE DE: CAVELIER PERDOMO Y CAVELIER,
POR EL DE: CAVELIER ABOGADOS, E INTRODUJO OTRAS REFORMAS .
CERTIFICA:
CERTIFICA

QUE POR E.P.NO. 2.034 DE LA NOTARIA 6 DE SANTAFE DE BOGOTA DEL 18
DE.;ABRIL DE'1.995, INSCRITA EL 27 DE ABRIL DE 1.995 BAJO EL NO.
5.937:DEL-LIBRO XIII,LA SOCIEDAD TRASLADO SU DOMICILIO DE LA CIU-
=DAD“DEQSHﬂT553'DE BOGOTA D.C. AL MUNICIPIO DE TABIO ( CUNDINAMAR-
o SRS LR

e CERTIFICA:
QUE- POR: E$CRITURA PUBLICA NO. 7710 DE LA NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
DEL. 10" DE. OSTUBRE DE'194, INSCRITA EL 15 DE NOVIEMBRE DE 1584
BAJOJEL?NUT“féﬁg DEL LIBR@-XIII, LA SOCIEDAD CAMBIO SU
' NATURALEZA JURTHEICA DE :2QCTEDAD COMERCIAL A SOCIEDAD CIVIL.

” %, iy CERTIFICA:

REFORMAS :
ESCRITURAS NO. NOTARIA
842 18. BTA.
3.430 6A. BTA.
4.844 6A. BTA.
432 6A. BTA.

i - T
25 INOTARIN(E)E
0 T RN
k% A %;E“)‘.t,ﬁ‘ﬁli'f
‘:‘f!‘e( S

19




P AT 1 1 ;. 10-¥-1.984 Rh. BTE 1R-¥T-1 _ 4984-10 1_G§na
7.305 21-%-1.98% EA. BTA. 18-XI-1.985-NO. 1.905
2.587 T9-TV-1.587 BhA., BTA. T=V= 1., 987T-N0, 2,388
4.278 1-YII-1.987 6A. BTA. 23-VII-1987 NO.215,652
, 2.657 45- IV-1.988 65A. BTA. 19- V¥ -1988-NQ, 2,740
9.033 21-¥II-1.950 6A. BTA. If~ T - 1991-80. 3.78b
i 45 %~ I =1.5%1. BA, BTE, 10~ T - 1591-HO. 3.789
1,608 B-III-1.,991 6A. BTA. 14-ITT- 1991-80. 3.841
2.155% 2-T%V- 1 _991 Bh. HBTA. 8-IV = 1991 -N0. 3.B62
797 7-I1 -1.991 6A. BTA. 7- V  -1%91-H0. 3.H&a2
1,735 14=-1IT=-1.931 EA. BTA. T=- -1581-1W0D. 3.B81
5.886 21-VIII-1.931 6&. BTA 27-VIII-1991 NO., 4,019
{ B.596 4=-¥TT =-1.,581 &5 . BTA 16-IIT -1992 MNO. 4,430
1.494 10-I1T <1993 6A. BT 19-1TI ~1992 WO, 2,436
4.205 B -VII -1.992 6A. BTA. 15-VII -1552 NO. 4,554
! 2.82%9 1a-XIT -1.5882 A, BTA. 24-XTI -19%2 HO. 1. 819
' 12 5-I =-1.993 € STAFE BTA 13-I -1993 NO. 4.850
. 4.877 29-VI -1.993 6 STAFE BTa 7-VII -1993 NO. 5,065
! A - 12-VII -1.993 6 STAFE BTA 16-VII -1992 NO. 5.077
| ACTA NO.71 '2-IX- 1.993 JUNTA DE SOCIOS 25-T¥- 1993 NO. 5.174
| 2.034 18-I%- 1.995 6 STAFE BTA 27- IV -1995 O, G5.937
, 2.227  25-IV-1.985 6 STAFE BTA 18-VITI-1.935 NO. 6.092
3 7.594 12-XII-1.955 6 STAFE BTA 19- XII-1.955 NO. 6.294
; 67 i1~ II-3.9597 6 STAFE-BTA 14- II -1.997 NO. 6.873
| CERTIFICA: e
| mEFORMAS: G
| E.F. NO. FECHA | NOTARIA CIUDAD FECHA - NO. INSC.

0004506 1%37/07/28 0006 BOGOTA
0oR2103 19958/04/08 0006 BOGOTA
DO0%22¢ 1998/08/06 0006 BOGOTA
0005538 1598/08/14 0006 BOGOTA
0007760 1958/11/10 0006 BOGOTE
0006709 1997/11/04 0006 ROGOTA
0003034 2003/05/30 DOCE BOGOTA
0N03786 2004/07/16 0005 BOGOTR
0001432 2008/03/18 0006 BOGOTA
0004813 2005/08/22 0006 BOGOTA
0008506 2007/07/17 0006 BOGOTA
5453 2008/10/19 0005 BOSOTA D. 2005!13{21 0o0L2243
1336 2010/03/16 000F BOGOTA D.C. 2010/03/24 00012506
515 2011702723 0006 BOGOTA D.C. 2011f¢;fu3 00013022
CERTIFICA:

VIGENCIA: QUE LA SQCIEDAD NO SE HALLA DISUELTA. DURRCION HASTA EIL
10 DE SEPTIEMERE DE 2024

/<1987/09/02 00067115
£:1998/04/21°:00007426
./1988/08/13 .00007544
Lee8/08/27 00007564
1998/11/12 00007644
;Z000/12/04 0DOOE4ABY
."2003/06/04 COBB2725
. 2004/07/28 00009703
2005/04/07 000099517
2005/08/26 QDO100OE

T007/07/24 0DOLOE4L

gooogooQgold
monononnnnoa n

r] ]

CERTIFICA:

OBJETO SOCIAL: LA SOCIEDAD TENDRAZ POR OBJETO : EL EJERCICIO DE LA

ACTIVIDAD PROFESIONAL DE ASQGADOS. EN DESARROLLO DE ESTE OBJETO

LA SOCIEDAD PODRA ADQUIRIR, CONTRAER ORLIGACIONES ¥ CELEBRAR TODA

CLASE DE CONTRATOS DIRECTAMENTE RELACICNADOS ¥ SURCRDINADOS AL
FRCAGGEBLINS DE ARRENDAMIENTO, HIPOTECA, MUTUQ CON © SIN

ﬂ”ﬂ%ﬁ%ﬁﬁﬁﬁ:CIva Y COMERCIAL, Y SOCIEDAD, ASI  COMO
UCIACTONES (CIENTIFPICAS, GREMIALES O PROFESIONALES

" CERTIFICA:

2 UNA, DISTRIBUIDD ASI

. 510, 00000 DIVIDIDO EN 10,000.00 CUOTAS CON VALOR
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- SOCIO CAPITALISTA (8)

GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE

C.E. 000000000131100
NO. CUOTAS: 1,200.00 VALOR :

$1,200.00
ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO N.I.T. 000008B001722568
NO. CUOTAS: 8,800.00 VALOR: $8,800.00

- SOCIO INDUSTRIAL (S)

ZAPATA GIRALDO ADRIANA C.C. 000000051680061

CHAVARRO JORGE

NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00

SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIA C.C. 000000035456344
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00

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

TOBON FRANCO NATALIA _ C.C. 000000051725514
HO: CUOTES: .00 .o wirs ~VALOR: $0.00 .

OSORIO LOPEZ NIDIA - = -+ " " e T C.C. 1000000039787682
NO. CUOTAS: o.00° " ; " VALOR: $0.00 -

C.C. 000000016209380

NO. CUOTAS: 0.00

CSH s gl 3.80.007 -
CORREA BARBOSA OSCAR FERNANDO - 'C.TY 000000079524634
NO. CUOTAS: 0.00 _.owdit 80007 ..
TOTALES B BOL Pkl
NO. CUOTAS: 10,000.00 'VALOR: $10,000.00

s CERTIFICA: SR
QUE POR ESCRITURAS PUBLICAS"NO. 001431 Y 001432 DEL 18 DE MARZO
DE 2005 DE LA NOTARIA 06 DE BOGOTA D.C., INSCRITA EL 07 DE ABRIL
DE 2005 BAJO EL NO. 0008918 Y 0009917, RESPECTIVAMENTE DEL LIBRO
XIIL, DE LAS MIL DOSCIENTAS ( 1200 ) PARTES DE INTERES SOCIAL
RADICADAS EN CABEZA DE AGNES GAUDEBERT DE CAVELIER, SEISCIENTAS
(600) PARTES ESTAN GRAVADAS O AFECTADAS EN PROPIEDAD FIDUCIARIA A
FAVOR DE LAS SIGUIENTES PERSONAS : GERMAN CAVELIER FRANCO, _
ERNESTO CAVELIER FRANCO, JORGE CAVELIER FRANCO, INES CAVELIER '
FRANCO, GUILLERMO CAVELIER FRANCO, ELENA CAVELIER  FRANCO,
ALEJANDRO CAVELIER FRANCO, BEATRIZ CAVELTER FRANCO, Y LUCIA
CAVELIER FRANCO.

CERTIFICA:
REPRESENTACION LEGAL: EL REPRESENTANTE LEGAL ES EL DIRECTOR. EL SOCIOQ
FUNDADOR GERMAN CAVELIER GAVIRIA TENDRA EL CARACTER DE PRESIDENTE -
DIRECTOR VITALICIO, PARTICIPARA DPOR DERECHO PROPIO EN EL CONSEJO.
SUPERIOR ¥ EN EL CONSEJO DIRECTIVO Y LLEVARA LA REPRESENTACIONrLEGA%;
DE LA SOCIEDAD CUANDO LO ESTIME PERTINENTE SIN LIMITACION ALGUNA >
IGUAL PARTICIPACION Y ATRIBUCIONES TENDRA SU SUPLENTE_AGNE
DE CAVELIER CUANDO OCUPE EL CARGO, EN CASO DEBARIROEDL
CAVELIER GAVIRIA. LOS SOCIOS COLECTIVOS Esrﬁﬁ@%@@ﬁéﬁﬁ&ﬂﬂ%&ﬁf&k’ ;
LA REPRESENTACION DE LA SOCIEDAD EN CUALQUTER I5MPO, SIN PERJUICEE:R
LAS DELEGACIONS CONFERIDAS A LOS ORGANOS 0s-BoRGDos!
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CERTIFICA: z
¥ NOMBERAMIENTOS +*
QUE POR ESCRITURA FUBLICA NO. 0004818 DE NOTARIA & DE BOGOTA D.C. DEL
22 DE AGOSTO DE 2005, INSCRITA EL 26 DE AGOSTO DE 2005 BAJO EL NUMERD
00010008 DEL LIBRD XIII, FUE (RCN) HOMBRADO (S):

HOMERE IDENTIFICACION
FRESIDENTE DIRECTOR VITRLICIO
CAVELIER GAVIRIA GERMAN C.C. 0000CDOC2BT7T7524

QUE POR ACTA HO. 26 DE RSAMBLER GEWERAL DEL 13 DE MAYO DE 2010,
INSCRITA EL 24 DE MAYO DE 2010 BAJO EL NUMERD 00012618 DEL LIBRO XIIT,
FUE (RONW) HOMBRADD (5)

NOMBRE IDENTIFICACION
DIRECTORS

ZAPATA GIRALDO ADRIANA C.C. COOD00D51680061
REPRESENTANTE LEGAL

ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO N.1.T. 0000D8001722568

REPRESENTANTE LEGAL

GALLON GIRALDO CARLOS C.C. 000000013066425
REPRESENTANTE LEGAL

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

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

ASOCTACTON CAVELTER DEL DERECHO | “N,I.T. 000008001722568

QUE POR ESCRITURA PUSLICA NO. 0004818 DE NOTARIA:G DE RBOGOTA D.C. DEL
22 DE AGOSTO DE 2005; INSCRITR EL: 26 DE AGOSTO DE- 2005 3AJ0 EL NUMERO

00010008 DEL LIBRD XTI II, FUE tRGN*'“ﬂMERADD ()
NOMEBERE

: L IDENTIFICACION
SUPLENTE DEL PRE;IDETT& D*RECTU? VITAHIC o
GAUDEREZT DE CEHELIER AGBNES JEAHWE h ﬂDDﬂGGDDﬂ 313134

CERTIFICA:
QUE EL NOMBRAMIENTO DE GALLON GIRALDO CARLOS INSCFITO BAJO EL REGISTRO
00012618 DEL LIBRO XT1I, SE DA EN £0 CONDICION:DE’ REPRESENTANTE LEGAL
DE LA ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHG. :
CERTIFICA:
FACULTADES DEL REPRESENTANTE LEGAL: APARTE DE LAS FACULTADES Y
DEEERES QUE DE TIEMPO EN TIEMPO SE LE ASIGNEN POR EL CONSEJC
SUPERIOR, EL DIRECTCR TENDRA LAS SIGUIENTES FUNCIONES : &) LA DE
REPRESENTAR LEGALMENTE A LA SOCIEDAD ANTE LAS AUTORIDADES OTE
CURLQUIER ORDEM 0 NATURALEZA Y ANTE OTRAS DPERSONAS NATURALES O
JURIDICAS, CON FACULTADES PARA NOVAR, TRANSIGIR, COMPROMETER ¥
EN
DONDE SE DISPUTE 1A PROPIEDED DR EIENES INMUERLES: n) CUMPLIR ¥
HACER CUMPLIR LOS ESTATUTOS Y REGLAMENTOS DE LA SGC*EDA; ¥ ol
CREAR O SUPRIMIR TODOS LGS EMPLEOS QUE SEAN NECESARIOS DE ACUERDD
COM EL CONSEJO SUPERIOR PARA EL BUEN FUNCIONAMIENTO DE LA
SOCIEDAD, ASIGNARLES FUNCIONES, FIJRR SUS SALARTIOS Y NOMBRAR LAS
PERSONAS QUE DEBAN DESEMPENARLOS, ASI COMO  RETIRARLOS v
REEMPLAZARLOS CUANDO HAYA LUGAR. CUANDO CUALQUIERA DE LOS ACTOS
INDICADOS EN LA CLAUSULA ANTERIOR SE REFIERA A OPERACIONES CUYC
B SUMA  EQUIVALENTE A CIENTS QCHENTA ( 180 )
qitetlody  MENSUALES, SU  CELEBRACION  REQUERIEA LA
ﬂuwﬁi_nEL CGNSE JO SUPERIOR.
aﬁt ; CERTIFICA:
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W

CAMARA DE COMERCIO DE BOGOTR
SEDE CHAPINERO

15 DE JULIO DE 2011 HORR 09:02:14

R0O32051265

QUE POR ACTA NO. 0000071 DEL 2 D
DE SEPTIEMBRE DE 1993
(RON) NOMBRADO (s):
NOMBRE IDENTIFICACION
REVISOR FISCAL
RINCON FANDING MIGUEL ALFONSO C.C. 000000002877024
QUE POR ACTA NO. 33 DE CONCEJO DEL 25 DE MARZO DE 2011, INSCRITA EL 10

DE MAYO DE 2011 Bago EL NUMERO 00013098 DEL LIBRO XIII, FUE (RON)
NOMBRADQ (8) :

NOMBRE
REVISOR FISCAL SUPLENTE
PREZ SANABRIA ALVAROQ

E SEPTIEMBRE DE 1993, INSCRITA EL 29
BAJO EL NUMERO 00005175 DEL LIRBRO XIII, FUEB

IDENTIFICACION

C.C. 000000019323543
CERTIFICA:

DE CONFORMIDAD CON LO ESTABLECIDO: BOR LA .LEY: 962 DE 2
REGISTRO AQUI CERTIFICADOS QUEDAN "EN FIRME:CINCO

DESPUES DE LA FECHA DE INSCRIPCION, SIEMPRE: QUE N
RECURSOS EN LA VIA . GUBERNATIVA. =

005, LOS ACTOS DE
{5) DIAS HABILES
O SEAN OBJETO DE

* EL PRESENTE CERTIFICADO NQ;CONSTITugﬁkEERMISO DE
FUNCIONAMIENTO EN NINGUN ‘CASQ: -

SENOR EMPRESARIO, ,§I sU

SMLMV Y UNa PLANTA - DE PERSQNAL"DE_MENOS_QEﬁZDO'TRABAJADORES, USTED
TIENE DERECHO A RECIBIE'UNEDESCUENTO EN" X

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

*****1\-}\'i’****‘l—********************i******i* ¥ % v ok ok
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YATOR « 5§ 3,700 ki

‘ DE CONFORMIDAD CON EL DECRETO 2150 DE 189895 ¥ LA AUTORIZACICN IMDRRTTIDA

| POR LA SUPERINTENDEWCIA TE INDUSTRIA Y CCMERCIC, MEDIANTE EL OFICIO
DEL 18 DE WOVIEMBRE DE 15%%&, L& FIRMA MECANICA QUE APARRECE A
CONTINUACTON TIENE PLENA VATLIDEZ PRRA TODCS LOS EFECTOS LEGALES
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CAVELIER
" ABOGADOS

EDIFICIO SISKI
CARRERA 4a N' 72-35
BOGOTA, 8 ~ COLOMBIA

REPRESENTACION

REPRESENTATION

Yo (mosotros), abajo firmado (5)/1 (we), the undessigned
SUNTORY HOLDINGS LIMITED

domiciliado (5)
en/of

140, Dojitnahama 2-chome, Kita-ku,
Osaka-shi, Osaka 530-8203, Japan

Por el preseate nombremos 2 CAVELIER
ABOGADQS, sociedad colectiva constiraidz  de
conformidad con las leyes de la Repiblica de Colombia,
mediaate Escritura Péblica No. 6233 del 10 de
septiembre de 1974, otorgadz en la Notara Sexta del
Circulo de Bogoti, domiciliada en Bogoti D.C., con
matricula mercantil No. 00820237 y NIT 860041367-3,
domiciliada en la Cacrera 42 N° 72-35, Bogota,
Colombia, como nuestra representante en todos los
asuntos de Propiedad Industdal, con facultad para
recibir notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudidales.

CAVELIER ~ ABOGADOS  tambiéa podri
fepresentatnos, con las mismas facultades arrba

indicadas, ante cualesquiera entidades o personas,
¢jerzan o no judsdiccién, autoridades administrativas o
jutisdiccionales, tribunales de atbitramento, en asuatos
de naturaleza civil, comercial, penal, consttucional,
competencia, competenca desleal, administrativa,
contencioso administrativa, proteccién del consumidor,
variedades vegetales, nombres de dominio, oposiciones
u observaciones, cancelacién administrativa y judicial,
nulidad, medidas cautelares, concesién de licencias,
acciones de tutels, la proteccién de ‘secretos industiales,
derecho regulatorio y en general para que 1os represente
ea cualesquiera acciones y procesos que promovamos o
$€ NOs promuevar

La representante podri, en nuestro nombre, designar
apoderados para actuar ante autoridades administrativas
y judiciales, por via extrajudicial y también
procesalmente en nuestto nombre, como demandantes,
como demandados, como litisconsostes, como agentes
oficiosos, como terceros, por llamamieato en garantia o
como intervinientes 2d excludendutn. Dentro de esta
autorizacién, la representante podrd facultar a los
apoderados que ella designe para trassigir, conciliar,
admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir,
renunciar y - sustituir el poder que se le otorgue. Asi

© CAVELIER ABOGADOS
WPCI5218/1D.188153

Do hereby appoint CAVELIER ABOGADOS, a
general partnership osganized under the laws of the
Republic of Colombiz by means of Public Deed No.
6233 of September 10, 1974, granted at Notary Sixth of
the Bogota Circuit, domiciled in Bogota D.C., with
Mercantile Registration No. 00820237 and Taxpayer
Identificaion Number B860041367-3, domicled at
Carrera 42 N°® 72-35, Bogota, Colombia, as our
representatve for all Industdal Property matters with
faculty to receive notifications and appoint attormeys in
and out of Court.

CAVELIER ABOGADOS may also represent us, with
the same faculties stated above, before any entities or
persons, with or without junisdiction, administrative or
jurisdictional authorities, courts of exbitration, in dvil,
commercial, criminal, constitutional, competition, unfair
competition, administrative, administrative contentious,
consumer protection, plant vareties, domaia names,
opposition or observation matters, administrative and
Court cancellation, nulliy, precautionary measures,
licensing, action for wxit mandarnus, protection of trade
secrets, regulatory law gt
actions and suits insttdabe

-9 450 2011

The representative e i p
attorneys to act before administrative
authorities, through out-of-court
procedurally in our name as P_'Jﬁ SF
litigant, representative without fosee! FRat ;}
party, when summoned to gﬁ%ﬁ 1
intervener ad excludendurn. Unig 1 {iids funt
the representative may empower;thi\:
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theteby to compromise, coudhzi‘gl;é' it

case, desist, cancel, receive, resipnSim;
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mismo, la representante tendrd la facultad para revocar
el poder asi otorgado en ¢l momento que considere

representative shall have the faculty of revoking the

power of attorney thus granted at any time it may deem
- pertinente. La representante en todo caso podrd ratificar| convenient The representative may in any case ratify the
los actos de agentes oficiosos.

acts of representatives without a power of attorney.

Dado y fitmade hoy/Given and signed this  3rd day of :June, 2011
En/io

Osaka, Japan

Por/by  Kazushi Takemoto, Executive General Manager

© CAVELIER ABOGADOS
WPC15218/1D.188153

Firma/Signature i A /ur:‘[_;

Kazushi Takemoto, Executive General Manager

SHOTARID, EEXTOHE) DEL CIROULO
n:cﬂ;m‘aozqonar L o

ks

AMRECme ltllli»lc:?_:lﬁg:.v C):!-‘




Nota:
PARA SOCIEDADES
El documento de Representacisn debers ser firmado

por el representante legal de la compaiifa. Deber4 ser
Presentado ante, Notatio Publico para que certifique

que la persona que firma es quien dice ser, La firma

del sefior Notardo debers ser legalizada*.

Adicionalmente debers anexarge copia legalizada*

del documento que prucbe la  existencia v
representacién legal de Iz sociedad.

*La legalizacién poded ser Por Apostilla sj el pafs del
otorgante hace parte de la Convencitn de La Hays
del 5 de octubre de 1961 o ante el Céngul de
Colombia en caso contratio. Una sola legalizacién
que incluya ambos documentos setdz suficiente.

PARA PERSONAS NATURALES

El documento de Representacién deberi ser firmado
por el otorgante: El Notario Publico deberd certificar
que la persona que firma es quien dice ger,

Posteriormente el documento de Representacién
deberd ser legalizado por Apostilla si el pafs del
otorgante hace parte de Ia Coavencién de La Haya
del 5 de octubre de 1961 o ante el Cénsul de
Colombia en caso contracdo.

© CAVELIER ABOGADOQS
WPC15218/1D.188153

Note:
FOR CORPORATIONS

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

In addition a of the document
proving the existence and legal representation of the
company shouid also be attached.

*Legalization may be made by Apostille if the
issuing country is a member of the The Hague
Coavention of October 5, 1961, or before the
Colombizn Consulat: if otherwise, A single
legalization that would include both documents
would be sufficient.

FOR INDIVIDUALS

The Representation should be signed by the
grantor. The Notacy Public should certify that the
person signing is who he/she purports to be.

Subsequently, the Representation document should
be legalized by Apostille if the issuing country is a
member of the The Hague Convention.of October
5, 1961 or before the Colombian Coasulats if
otherwise.

COLOHATANO EE (10! 5] D Cho D" : BOGOTA
n:cf,lmxoo:i.éﬂﬁsrﬁ;aus:‘-.r‘a-—:ng%ﬁ:omiq

CO ‘QUE RETEKIDG A LA ASTA
00 AL 01 C R E PVIRLIC AT NESCO L0 514




Registration NO. [331,’- , 2011,

NOTARIAL  CERTIFICATE

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

above-mentioned corporation.

Dated this 6th day of July, 2011,

HIROSHI NAKAJIW

NOTARY

Towvo Leeay AsFaRs BUREAU
( N @M ARY

7-2-2 L'C- A8 AN AICHO

Cii YDDA -KY
TOKYO JAPAN

y CHOULD CEBOGUTA
A S AU ALARFOTOCOPIAG
UJEHE'TBEPéJG ALAVISTA”

B

Y

3
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Notary

HIROSHI NAKAJIMA

LiRFLIE, ﬁiﬁiﬂf%ﬂ%?‘ﬁ‘kﬁﬂi{)\@%%L:"ﬁ:'iié!’;:bl%;@'t‘éb*J\ PO, FOPEL,
REOLDTHLILHEWT 3,

Fk234£7 A6 g E%E“@T“
8 ST
REE B R B 5 ﬁﬁ::;
=T
20C
APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: JAPAN
This public document
2. hasbeensignedby HIROSHI NARAJIME
3. acting in the capacity of Notary of the Tokyo Legal Affairs Bur :m,lf ymo:sznufﬁgﬁi‘f ,;_'_'CEF!EGG{*
bears the seal/stamp of - HIROSHI NAKATIMA, NOTAR Y soa e ek U Dot ocarls

i
BOGDTALDTCHEREPUBLICATDEYC ‘QHBIP‘:.
B 5 ST

L

Certiﬁed i
5. at Toky R
. at Tokyo 7
LI b H JUL = 8 201] G "h:‘_-._ ATREETFRiLT
7. by the Ministry of Foreign Affairs : YPEESAID
8 1-N2 002587 =
9. Seal/stamp: 10. Signature

k4
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Aparece Documento de Representacion de SUNTORY HOLDINGS LIMITED, con
domicilio en 1-4, Dojimahama 2-chome, Kita-ku, Osaka-shi, Osaka 530-8203,
Japon; dado y firmado el dia 3 de junio, 2011 en Osaka Japdn, por Kazushi

Takemoto, Gerente General (aparece firma).
Aparece documento de nota para Sociedades
Registro No. 1294, 2011.
CERTIFICADO NOTARIAL

La presente es para certificar que la firma al pie en el anterior documento es
la firma genuina y autentica del Sr. Kazushi TAKEMOTO, Gerente General de

SUNTORY HOLDINGS LIMITED, una sociedad vigente y organizada de
cenformidad con las leyes de Japon, quien ha producido suficiente prueba de su
facultad para legalizar el dicho instrumento en nombre de la sociedad

anteriormente mencionada.

Fechado el dia 8 de Julio 2011

(Aparece selio: (Aparece firma)

OFICINA DE ASUNTOS LEGALES DE TOKIO, HIROSHI NAKAJIMA
2-2-2, LJHC?{T);EII‘U?JAICHD s
CHIYODA-KU,
TOKIO, JAPON)
| APOSTILLA
.I (Convencién de La Haya de Octubre 5 de 1961)
1. Pais: JAPON
Este documento publico
2. hasidofirmadopor  HIROSHI NAKAJIMA 5 8 =
3. actuando en calidad de  Notario de la Oficina de Asunt%sg ‘g g gé
! Legales de Takio =S o ;,‘ g
(4 Uevael selloftimbre de  HIROSHI NAKAJIMA, NOTARIR =3
! Certifica P = =5
5. en Tokio 6. Julio6, 2011 3
X, por el Ministro de Relaciones Exteriores
8. 11- No. 002587 )
o Sello/timbre: 10.  Firma \
(Aparece sello: I C:’\*'g.\
MINISTERIO DE e E‘\\ =
RELACIONES EXTERIORES._
JAPON) i

25



IMPRES0 EN JUNIO DE 2011 POR POLYFPRINT EDITORIAL LTOA, - WNIT B30.029.953.5
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632970

documento de representacidn otorgado el dia 03 de Junio

de 2011 ﬁor SUNTORY HOLDINGS LIMITED, documento

que esta debidamente legalizado por Apostillg -~=-----memeeev
Presente la sefiora ADRIANA ZAPATA GIRALDO

domiciliada en Bogotd, identificada como aparece al pie de

r su firma y manifesté que esta conforme con el contenido

de esta escritura publica.

-------------- HASTA AQUI LAS DECLARACIONES DEL INTERESADO -emomnne..
OTORGAMIENTO Y AUTORIZACION. Leido, el presente instrumento publico por

el otorganté, dio su asentimiento y en prueba de ello Io firma junto con la suscrita
Notaria quien en esta forma lo autoriza.
DERECHOS NOTARIALES: § 44,000 £ - -
IVA:$ 34,688 e -
RECAUDO SUPERINTENDENCIA: $3.700.00
RECAUDO FONDO NACIONAL DE NOTARIADO: $3.700.00

| RESOLUCION 11621 DE DICIEMBRE 22 DE 2010 MODIFICADA MEDIANTE

RESOLUCION 11903 DE DICIEMBRE 30 DE 2010 -

PAPEL NOTARIAL: El presente instrumento plblico se extendid y firmé en las
! v Y s
hojas de papel notarial nimeros: 7-700155—632963,7-700135—632970— -----

%CA'ZA ATA GIRALDO .

CC.S/o S

TEL. 3Y3 (|
Representante Legal de CAVELIER ABOGADOS

PAPEL DE USD EXCLUSIVO DEL PROTOCOLO NOTARIAL . NO TIENE COSTO PARA EL USUARIO
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTR

NIT : 800.176.089-2
sl

IAY COMERCIO

RECIBO DE CAJA
Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

No. 15 - 102273

Bogoté D.C., Septiembre 17 de 2015 - 11:20:34

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

*** Soporte del Pago

ko

RE

TIPO PAGO BANCO CUENTA No. PAGO EECHA PAGQO VR PAGO
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO *™ 999999999 95568 31/08/2015 1.000.00
RECIBO DE CA SIC * RECIBO ** 999999999 95823 01/09/2015 2.000.00
RECIBO DE CA SIC *™ RECIBO ** 999999999 98499 08/09/2015 530.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 98500 08/09/2015 530.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 98502 08/09/2015 530.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 100561 14/09/2015 109.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 100562 14/09/2015 109.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 101426 16/09/2015 119.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 101440 16/09/2015 536.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 101441 16/09/2015 536.000.00

*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr.UNDITARIO Vr.CONCEPTO
150005-01-01 SOLICITUDES 2205 DIVISIONAL s LICITUD DE PATENTE 478.000.00 478.000.00
DE INVENCION CONT. DERE $4?800000

SON: "CUATROCIENT{j SE TAY OCHO MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

e

Res‘Eonsab!e
Recibo de Caja Aplicado al ExpLdleme No.

SUPERI NTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCICE

l
'M'\'ﬁmmE‘I\MﬁiﬁﬁmmwﬁlINUEVASCR
{ 53 Dep. 2020 DIR
R, S LS

STRIAY COM MERCIO
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Col-13S1-8Y4i-010-19

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571) 6513240
. Septiembre 17 de 2015 - 11:22:29
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
<fs

RECIBO DE CAJA No. 15 -102272

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Septiembre 17 de 2015 - 11:20:34

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS NI 860.041.367

RE

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA No. PAGQO FECHA PAGO VR PAGO
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 95568 31/08/2015 1.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 95823 01/09/2015 2.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ™ 999999999 98499 08/09/2015 530.000.00
RECIBO DE CA SIC *™* RECIBO ** 999939999 98500 08/09/2015 530.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 98502 08/09/2015 530.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 100561 14/09/2015 109.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 100562 14/09/2015 109.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 101426 16/09/2015 119.000.00
RECIBO DE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 101440 16/09/2015 536.000.00
RECIBODE CA SIC ** RECIBO ** 999999999 101441 16/09/2015 536.000.00

*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr.UNDITARIO  Vr.CONCEPTO
950005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION PATENTE UNITARIA 32.000.00 288.000.00
e 5288.00000
SON: **DOSCIENTOS OCHENTA Y OCHO MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
If'
Responsable:
Recibo de Caja Aplicado al Exp%diente No.
y COMERCI®
DENCIADE ousTRA '\‘,W%
EN ! \ \
SUPERINTE? ﬂ%%%%mﬂ %‘)0;’,‘6 | i
%ﬁ\mﬂ‘mﬁ 5221 169- -00300 o0 NUE\’PF:AU
0. 8.53 ‘a78 T
50917 16 EVE: T e 38
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e enOROF &ﬁ%‘ %“;\60 Y
9&9-“‘“ ¢ ‘ dggaﬁo \\:,_NUE WAL
») %‘\ o0 00 MQ\O
\%%&X‘ b ‘\SABQ'\' Dep':;zg FP‘SE'
%& i AL 5-_48'-53 ge >
A No 09_11 A \ 05 2
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pct. 88"

Colo-13sU-&4 10169

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co e-mal: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center; {571) 6513240
. Septlembre 17 de 2015 - 11:22:29
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| industria y Comercio
|

_ LISTADE CHEQUEO
ADMISION A TRAMITE - NUEVAS CREACIONES

SUPERINTENDENCIA

PATENTE DE INVENCION | ] MODELO DE UTILIDAD | | Art 33 Decision 436/00

Indicacion gue se solicita una patente.

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcién de la invencion
Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (Be serelcaso-formate de-descuento)

Completa D Incompleta D

l

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decisién 486/00, Circular Unica

W

Indicacion que se salicita una PCT [

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicaterio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa I:I Incompleta I:l

-
DISENO INDUSTRIAL | _| (Art. 119 Decision 486/00).

L]
L]

L]
[]

ey
|

Indicacion que se solicita Diseno industrial

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacion grafica y fotografica del Disefio.industrial.o muestra del material que incarpora el
disero

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO | | (Art. 92 Decision 486/00)

e

i
|
|
|
|
l
u
1

Indicacién que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacion del solicitante o de SUPER; = '-"m nresenta la solicitud
Representacion gréafica de un esquema de ﬁg 3&5@!&?[’@ ;ggﬂg A YCoMERC!O
l‘! f
osagy il
Comprobante de pago de las tasas estab T PA 6485 004-0000.
Acr, 351 ol TENTE!YH

" _Dep 29
Visy Eve: 37020 DIR N
Completa D ONAL FOHO%%? FASENAgEVASCR

SUPERINTEN B

No. 15.
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