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DESCRIPCION
Proceso para la produccién de una rosa con color modificado
Campo Técnico

La presente invencion se refiere a un nuevo procedimiento para producir una rosa con colores de pétalo alterados. Mas
especificamente, se refiere a un procedimiento para producir una rosa mediante la inhibicién artificial de la via metabdlica
endogena de la rosa y la expresion del gen que codifica el flavonoide 3,5 hidroxilasa del pensamiento y el gen que
codifica la dihidroflavonol reductasa, que reduce la dihidromiricetina.

Técnica previa

Los pétalos de las flores desempefian la funcion de atraer a los polinizadores, como insectos y pajaros que transportan el
polen de la planta y, por tanto, los colores, formas, patrones y olores de las flores evolucionaron conjuntamente con los
polinizadores (Honda, T. et al., Gendai Kagaku, May, 25-32 (1998)). Probablemente, como resultado de esto, es raro que
una Unica especie de flor presente varios colores diferentes, y por ejemplo, las variedades de rosas o claveles de color
violeta a azul no existen, en tanto que tampoco existen las variedades de lirios o gencianas de colores rojos brillantes no
existen. Debido a que el color de la flor es el aspecto mas importante de los pétalos a los efectos de la apreciacion,
tradicionalmente las flores de diferentes colores se han cultivado mediante cruzamiento. La rosa, conocida como la “reina
de las flores” y con gran valor comercial, también ha sido cruzada en el mundo entero.

Por ejemplo, el cultivar de rosa amarilla actual se cre6 mediante el cruzamiento de la Rosa foetida, proveniente de Asia
occidental, con una variedad de rosa no amarilla. No obstante, debido a que el color de la flor se determina por la
capacidad genética de la planta, se ha alcanzado un limite en los colores de las flores que pueden producirse
actualmente en las cepas cruzadas cuyas fuentes genéticas disponibles se encuentran restringidas (Tanaka et al. Plant
Cell Physiol. 39, 1119-1126, 1998; Mol et al. Curr. Opinion Biotechnol. 10, 198-201 1999). Entre estas, se habia pensado
que el cultivo de rosas azules era imposible y se lo consideré como el “santo grial” de los colores (Oba, H., “Bara no
Tanjo”, 1997, Chukoshinsho; Suzuki, M., “Shokubutsu Bio no Mahou: Aoi Bara mo Yume dewanakuhatta”, 1990,
Kodansha Bluebacks; Saisho, H., “Aoi Bara”, 2001, Shogakkan).

A pesar de que actualmente existen las variedades de “rosas azules”, estas son en realidad rosas de color violeta claro.
Se cree que la primera variedad mejorada de “rosa azul” mediante cruzamiento es la de color gris con un tono en color
violeta claro “Grey Perl” creada en 1945. La rosa de color rosado y violeta claro “Staring Silver” se cre6 posteriormente en
1957 y estas variedades se cruzaron para producir varias rosas de color violeta claro “Blue Moon” (1964) y “Madam
Violet” (1981). Estas rosas de color violeta claro y otras rosas se utilizaron posteriormente en otros cruzamientos para
crear las rosas de color gris claro como “Seiryu” (1992) y “Blue Heaven” (2002), que se anunciaron como nuevos tipos de
“rosas azules”.

No obstante, estos colores de flores no son en realidad azules sino meramente rosado grisaceo claro y a pesar de los
afios de cruzamientos, no existe aun ninguin ejemplo de una rosa verdaderamente “azul’. En la industria de la
horticultura, el grupo de colores de violeta a azul generalmente se considera “azul” de conformidad con la RHSCC (tabla
de colores de la Real Sociedad de Horticultura). El objetivo de la presente invencién es crear rosales que tengan colores
de flores dentro del “grupo violeta”, el grupo “violeta-azul” y el “grupo azul” de conformidad con la tabla de colores de la
Real Sociedad de Horticultura.

Los colores de las flores se derivan principalmente de los tres grupos compuestos de antocianinas, carotenoides y
betalaninas, pero son las antocianinas, que presentan el mayor intervalo de longitud de onda de absorcion (de naranja a
azul), las que producen el color azul. Las antocianinas pertenecen a la familia de los flavonoides y se biosintetizan
mediante la via metabdlica que se muestra en la figura 1. Normalmente, las antocianinas se ubican en las vacuolas de
las células epiteliales. El tono de color de las antocianinas (es decir, el color de la flor) depende en gran medida de la
estructura de las antocianinas, con grupos hidroxilo mas numerosos en el anillo B que dan como resultado un color méas
azul. La hidroxilacion del anillo B se cataliza mediante el flavonoide 3'-hidroxilasa (F3H) y el flavonoide 3',5'-hidroxilasa
(F3'5'H). La ausencia de actividad de F3'H y F3'5'H conduce a la sintesis de la pelargonidina (colores de naranja a rojo),
la presencia de actividad de F3H conduce a la sintesis de cianidina (colores rojo a carmin) y la presencia de actividad de
F3'5'H conduce a la sintesis de la delfinidina (color violeta).

Estas antocianidinas se modifican con azlcares y grupos acilo para producir una variedad de antocianinas. En términos
generales, un mayor nimero de grupos acilo aromaticos modificadores se corresponde con las antocianinas mas azules.
Las antocianinas también producen colores totalmente diferentes en funcion del pH de la vacuola y los flavonoles
copresentes y las flavonas o iones metélicos (Saito, N., Tanpakushitsu Kakusan Kouso, 47 202-209, 2002; Broullard and
Dangles, In the flavonoids: Advances in Research since 1986 (Ed. by Harborne) Capmann and Hall, London pp. 565-588;
Tanaka et al. Plant Cell Physiol. 39 1119-1126, 1998; Mol et al., Trends in Plant Science 3, 212-217, 1998; Mol et al.,
Curr. Opinion Biotechnol. 10, 198-201 1999).

Las antocianinas de los pétalos de la rosa son derivados de la pelargonidina, la cianidina y la peonidina y no se conoce
ningln derivado de delfinidina (Biolley and May, J. Experimental Botany, 44, 1725-1734 1993; Mikanagi Y., Saito N.,
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Yokoi M. y Tatsuzawa F. (2000) Biochem. Systematics Ecol. 28:887-902). Se considera que esta es la principal razén por
la que no existen rosas azules. Las rosas existentes han sido creadas mediante el cruzamiento de especies de rosas
relacionadas y cruzables (R. multiflora, R. chinensis, R. gigantean, R. moschata, R. gallica, R. whichuraiana, R. foetida,
etc.).

El hecho de que no se haya logrado ninguna rosa azul a pesar de los reiterados esfuerzos en el cruzamiento se atribuye
a la falta de capacidad para producir delfinidina por parte de las variedades relacionadas con las rosas. La produccién de
delfinidina en los pétalos de rosa requeriria la expresion de F3'5'H en los pétalos como se menciona anteriormente, pero
se cree que el PBH no se expresa en los pétalos de rosa y variedades relacionadas con la rosa. Por tanto, es
practicamente imposible obtener una rosa azul mediante la acumulacién de delfinidina en los pétalos mediante
cruzamiento. Se sabe que las cantidades de vestigios de pigmento azul rosacianina se encuentran en los pétalos de
rosas y se determind su estructura quimica (publicacion de patente japonesa sin examinar No. 2002-201372), pero no se
conoce ningun informe con respecto al aumento de la rosacianina para crear una rosa azul y no se ha publicado ninguna
conclusion acerca de la via de biosintesis de la rosacianina o las enzimas o genes pertinentes.

Los ejemplos de colores azul o violeta producidos por organismos biologicos también incluyen el color indigo producido
por la planta indigo (por ejemplo, Appl. Microbiol. Biotechnol. Febrero 2003, 60(6):720-5) y la violaceina producida por
microbios (J. Mol. Microbiol. Biotechnol. Octubre 2000 2(4):513-9; Org. Lett., Vol. 3, No. 13, 2001, 1981-1984) y se ha
estudiado su derivacién del triptéfano y sus vias biosintéticas.

Asimismo se conocen los pigmentos azules basados en los compuestos iridoides derivados del fruto de la gardenia (S.
Fujikawa, Y. Fukui, K. Koga, T. Iwashita, H. Komura, K. Nomoto, (1987) “Structure of genipocyanin G1, a spontaneous
reaction product between genipin and glycine”. Tetrahedron Lett. 28 (40), 4699-700; S. Fujikawa, Y. Fukui, K. Koga, J.
Kumada, (1987), “Brilliant skyblue pigment formation from gardenia fruits, J. Ferment. Technol. 65 (4), 419-24) and lichen-
derived azulenes” (Wako Pure Chemical Industries Co., Ltd.), pero no se ha informado de que estos se expresen en los
pétalos de las flores de las plantas para producir flores de color azul.

Se esperaba crear una rosa azul mediante la transferencia del gen'#8 expresado por otras plantas a la rosa y la
expresion de este en los pétalos de rosa (Saisho, H., “Aoi Bara”, 2001, Shogakkan). El gen F8H se obtuvo a partird e
varias plantas, entre las que se incluyen la petunia, la genciana y la Eustoma russellianum (Holton et al. Nature 366, 276-
279, 1993; Tanaka et al. Plan Cell Physiol. 37, 711-716 1996; WQ093/18155). Asimismo, se ha informado de las
variedades transformadas de rosa (por ejemplo, Firoozababy et al. Bio/Technology 12:883-888 (1994); patente de los
Estados Unidos No. 5,480,789; patente de los Estados Unidos No. 5,792,927; EP 536,327 Al; US 20010007157 A1l).

Asimismo, se informd sobre la transferencia real del gen F3'5'H de petunia a la rosa (W093/18155, W094/28140).

No obstante, no ha sido posible obtener una rosa azul y se cree que para obtener una rosa azul se requerira una
modificacion que altere el metabolismo de los pigmentos de la flor adecuados para la rosa.

Por otra parte, se confirmé que la transferencia del gen'¥3 al clavel rojo, que produce pelargonidina en lugar de
delfinidina, conduce a la acumulacion de la pelargonidina y la delfinidina, pero el color de la flor se altera para producir
solamente un rojo ligeramente purpurino (W094/28140). Este resultado sugiere que no es posible obtener un clavel
“azul” simplemente mediante la expresion de F&'H y que es necesario inhibir la via metabdlica a la sintesis enddg ena
de la pelargonidina del clavel.

Para evitar la competencia con la via metabdlica endégena del clavel (reduccién del dihidrocaempferol (DHK) mediante la
dihidroflavonol reductasa (DFR)), se seleccioné una variedad que carece de DFR entre los claveles blancos. Se transfirid
al clavel el gen F3'5'H y el gen DFR de petunia (que reduce de forma eficaz la dihidromiricetina (DHM) sin reducir el
DHK). Esto resultd en un caso de obtencion con éxito de un clavel recombinante con un contenido de delfinidina de
aproximadamente el 100% y una flor de color azul-violeta que previamente no se encontraba en el clavel (Tanpakushitsu
Kakusan Kouso, Vol. 47, No. 3, p 228, 2002). Por tanto, fue necesaria una modificacion adicional para obtener una flor de
clavel de color azul, ademas de acumular la delfinidina mediante la expresién del gen F3'5'H.

La DFR ya ha sido clonada a partir de varias plantas (petunia, tabaco, rosa, Torenia, boca de dragén, margarita de
Transvaal, orquidea, cebada, maiz, etc.) (Meyer et al., Nature 330, 677-678, 1987; Helariutta et al., Plant Mol. Biol. 22,
183-193 1993; Tanaka et al., Plant Cell Physiol. 36, 1023-1031; Johnson et al., Plant J. 19, 81-85, 1999). La especificidad
de sustrato del gen DFR difiere en funcién de la variedad de planta y se sabe que los genes DFR de la petunia, el tabaco
y la orquidea no pueden reducir el DHK, mientras que el gen DFR de la petunia reduce de forma mas eficaz la DHM entre
los dihidroflavonoles (Forkmann et al., Z. Naturforsch. 42c, 1146-1148, 1987; Johnson et al. Plant J. 19, 81-85, 1999). No
obstante, no se informé sobre ninglin caso para la expresién de estos genes DFR en rosas.

Como medio para evitar la competencia con la via metabdlica endégena o entre la enzima y la enzima exdgena derivada
de genes exdgenos como el F8'H, como se establece anteriormente, el gen puede transferi rse a una variedad que
carezca del gen. Asimismo, se sabe que la expresion del gen diana puede inhibirse artificialmente mediante
procedimientos de eliminacién que implican la recombinacion homéloga del gen diana, pero debido a la baja frecuencia
de la recombinacion homéloga y el numero limitado de variedades de planta adecuadas, esto no se ha puesto en practica
(por ejemplo, Nat. Biotechnol. 2002, 20:1030-4).
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Se publicaron numerosos ejemplos exitosos de estos tres procedimientos. Para la rosa, se informé que la cosupresion
del gen chalcona sintasa (CHS) que es necesario para la sintesis de las antocianinas, altera con éxito el color de la flor
de rojo a rosado (Gutterson HortScience 30:964-966 1995), pero esta supresion de CHS es incompleta y por tanto no ha
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sido posible suprimir de forma total la sintesis de antocianina para obtener una cepa de flor blanca.

Documento de patente 1: Publicacion de patente japonesa sin examinar No. 2002-201372
Documento de patente 2: W0O93/18155

Documento de patente 3: Patente de los Estados Unidos No. 5,480,789

Documento de patente 4: Patente de los Estados Unidos No. 5,792,927

Documento de patente 5: Patente europea 536 327 Al

Documento de patente 6: US 20010007157 Al

Documento de patente 7: W094/28140

Documento que no es una patente 1: Honda T. et al. Gendai Kagaku, May, 25-32 (1998)
Documento que no es una patente 2: Tanaka et al. Plant Cell Physiol. 39, 1119-1126, 1998
Documento que no es una patente 3: Mol et al. Curr. Opinion Biotechnol. 10, 198-201 1999

Documento que no es una patente 4: Oba, H., “Bara no Tanjo”, 1997, Chukoshinsho

Documento que no es una patente 5: Suzuki, M., “Shokubutsu Bio no Mahou: Aoi Bara mo Yume

dewanakunatta”, 1990, Kodansha Bluebacks

Documento que no es una patente 6: Saisho, H., “Aoi Bara”, 2001, Shogakkan

Documento que no es una patente 7: Saito, N., Tanpakushitsu Kakusan Kouso, 47 202-209, 2002

Documento que no es una patente 8: Broullard et al. In the flavonoids: Advances in Research since 1986 (Ed por

Harborne) Capmann y Hall, London pp 565-588
Documento que no es una patente 9: Tanaka et al. Plant Cell Physiol. 39 1119-1126, 1998
Documento que no es una patente 10: Mol et al, Trends in Plant Science 3, 212-217 1998

Documento que no es una patente 11: Mol et al. Curr. Opinion Biotechnol. 10, 198-201 1999

Documento que no es una patente 12: Biolley y May, J. Experimental Botany, 44, 1725-1734 1993
Documento que no es una patente 13: Mikanagi Y, et al. (2000) Biochem Systematics Ecol. 28:887-902
Documento que no es una patente 14: Appl. Microbiol. Biotechnol. Febrero de 2003; 60(6):720-5

Documento que no es una patente 15: J. Mol. Microbiol. Biotechnol. Octubre de 2000; 2 (4): 513-9

Documento que no es una patente 16: Org. Lett., Vol. 3, No. 13, 2001, 1981-1984

Documento que no es una patente 17: S. Fujikawa, et al. (1987) Tetrahedron Lett. 28 (40), 4699-700

Documento que no es una patente 18: S. Fujikawa, et al. (1987) J. Ferment. Technol. 65 (4), 419-24

Documento que no es una patente 19: Holton et al. Nature 366, 276-279, 1993

Documento que no es una patente 20: Tanaka et al. Plant Cell Physiol. 37, 711-716 1996
4

nivel de transcripcion incluyen el procedimiento antisentido que utiliza
transcripciones de ARN antisentido para el ARNm del gen diana (van der Krol et al., Nature 333, 866-869, 1988), el
procedimiento sentido (cosupresidn) que utiliza transcripciones de ARN equivalentes al ARNm del gen diana (Napoli et
al., Plant Cell 2, 279-289, 1990) y un procedimiento para utilizar transcripciones de ARN bicatenario que corresponden al
ARNmM del gen diana (procedimiento ARNi; Waterhouse et al., Pro. Natl. Acad. Sci. USA 95, 13959-13964, 1998).
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e Documento que no es una patente 21: Firoozababy et al. Bio/Technology 12:883-888 (1994)

e Documento que no es una patente 22: Tanpakushitsu Kakusan Kouso, Vol. 47, No. 3, p 228, 2002
e Documento que no es una patente 23: Meyer et al. Nature 330, 677-678, 1987

e Documento que no es una patente 24: Helariutta et al. Plant Mol. Biol. 22 183-193 1993

e Documento que no es una patente 25: Tanaka et al. Plant Cell Physiol. 36, 1023-1031

e Documento que no es una patente 26: Johnson et al. Plant J. 19, 81-85, 1999

e Documento que no es patente 27: Forkmann et al. Z. Naturforsch. 42c, 1146-1148, 1987

e Documento que no es una patente 28: Nat Biotechnol 2002, 20:1030-4

e Documento que no es una patente 29: van der Krol et al. Nature 333, 866-869, 1988

e Documento que no es una patente 30: Napoli et al. Plant Cell 2, 279-289, 1990

e Documento que no es una patente 31: Waterhouse et al. Pro. Natl. Acad. Sci. USA 95, 13959-13964 1998
e Documento que no es una patente 32: Gutterson HortScience 30:964-966 1995

e Documento que no es una patente 33: Suzuki, S., “Bara, Hanazufu”, Shogakkann, p. 256-260, 1990

Divulgacion de la invencion

Como se menciona anteriormente, los colores de la rosa se alteraron con éxito mediante la transferencia del gen F3'5'H a
la rosa y la expresién de este en los pétalos. En el clavel, el gen F&'H y el gen DFR de la petunia se expresaron en las
variedades con deficiencia de DFR para crear claveles de color azul-violeta. No obstante, ain no se ha creado la “rosa
azul”. Por tanto, es un objeto de la presente invencion proporcionar un rosal que florezca con una flor azul.

La invencion proporciona por tanto (1) un procedimiento para producir una rosa caracterizada por la supresion artificial de
la via metabdlica endégena de la rosa y la expresion del gen del pensamiento que codifica flavonoide 3',5"-hidroxilasa.

La invencion proporciona ademas (2) un procedimiento para producir una rosa caracterizada por la supresion artificial de
la via metabdlica enddgena de la rosa y la expresion del gen del pensamiento que codifica el flavonoide 3,5 -hidroxilasa y
el gen que codifica la dihidroflavonol reductasa.

Asimismo la invencion también proporciona (3) un procedimiento para producir una rosa caracterizada por la supresién
artificial de la dihidroflavonol reductasa enddgena de la rosa y la expresion del gen del pensamiento que codifica el
flavonoide 3',5"-hidroxilasa y el gen que codifica la dihidroflavonol reductasa derivada de una planta que no es un rosal.

Asimismo la invencion también proporciona (4) un procedimiento para producir una rosa caracterizada por la supresion
artificial de la expresion del flavonoide 3 -hidroxilasa enddgeno de la rosa y la expresion del gen del pensamiento que
codifica el flavonoide 3',5"-hidroxilasa.

El gen del pensamiento mencionado anteriormente que codifica el flavonoide 35’ -hidroxilasa es, por ejemplo, el gen que
se enumera en la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 3. El gen que codifica la dihidroflavonol reductasa se deriva
preferentemente de lirio, Nierembergia, petunia, orquidea, genciana o Eustoma russellianum.

Asimismo la invencion también proporciona (5) una rosa obtenida mediante el procedimiento de produccion de
conformidad con cualquiera de los puntos (1) a (4) anteriores 0 su progenie o tejido que tiene las mismas propiedades
gue la rosa.

Asimismo la invencién también proporciona (6) una rosa obtenida mediante el procedimiento de produccion de
conformidad con cualquiera de los puntos (1) a (4) anteriores o su progenie o tejido donde el color del pétalo de la rosa
es violeta.

La invencién proporciona ademas (7) una rosa de conformidad con el punto (6) anterior o su progenie o tejido, donde el
color del pétalo de la rosa pertenece al “grupo violeta" de conformidad con la tabla de colores de la Real Sociedad de
Horticultura (RHSCC).

La invencién proporciona ademas (8) una rosa de conformidad con el punto (7) anterior o su progenie o tejido, donde el
color del pétalo de la rosa pertenece al “grupo violeta" 85a u 85b de conformidad con la tabla de colores de la Real
Sociedad de Horticultura (RHSCC).
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Breve descripcion de los dibujos
La figura 1 muestra la via de biosintesis del flavonoide.
CHS: Chalcona sintasa, CHI: Chalcona isomerasa, FNS: Flavona sintasa, F3H: Flavanona 3-hidroxilasa
F3'H: Flavonoide 3'-hidroxilasa
F3'5'H: Flavonoide 3'5'-hidroxilasa, FLS: Flavonol sintasa
DFR: Dihidroflavonol 4-reductasa
ANS: Antocianidina sintasa, AS: Aurona sintasa C2'GT: Chalcona 2'-glucosil transferasa.
La figura 2 muestra la estructura del plasmido pBERD1.
La figura 3 muestra la estructura del plasmido pBPDBP2.
La figura 4 muestra la estructura del plasmido pBPDBPS8.
La figura 5 muestra la estructura del plasmido pSPB461.
La figura 6 muestra la estructura del plasmido pSPB472.
La figura 7 muestra la estructura del plasmido pSPB130.
La figura 8 muestra la estructura del plasmido pSPB919.
La figura 9 muestra la estructura del plasmido pSPB920.
La figura 10 muestra la estructura del plasmido pSPB1106.
Modo mas adecuado para realizar la invencién

Pueden enumerarse varias razones para explicar la falta del color azul en la rosa incluso con la produccion de delfinidina.
La estabilidad, solubilidad y color de las antocianinas varian en funciéon de la modificacién con grupos acilo y los
azlcares. Especificamente, se sabe que el aumento en el numero de grupos acilo aromaticos resulta en mas color azul.
Asimismo, la formacién de complejos entre los copigmentos y antocianinas de flavonol y flavona produce un color azul y
cambia el alcance méaximo de longitud de onda de absorcién hacia el extremo de la longitud de onda mas larga, al tiempo
que aumenta la absorbancia. El color de la antocianina también depende del pH. Debido a que el pH mas bajo tiende al
color rojo y el pH mas neutral produce un color azul, el color de la flor depende del pH de las vacuolas en las cuales se
encuentran las antocianinas. Asimismo, la formacién de quelados metélicos en copresencia de iones metalicos como el
AR y Mg2+ puede también afectar de forma significativa el color de la flor. El ensayo y error y la investigacion diligente
condujeron a la propuesta de una modificacion por la cual se aumenta la proporcion de delfinidina en los pétalos de la
flor.

En primer lugar, se intenté crear una rosa azul mediante el mismo procedimiento utilizado para crear un clavel azul-
violeta. Especificamente, se intent6 analizar la variedad de rosa blanca 112 e identificar una linea con deficiencia de DFR
pero, a diferencia del clavel, no se pudo obtener ninguna linea con deficiencia completa de DFR. Esto puede ser debido
al hecho de que el clavel es diploide mientras que la rosa cultivada de forma ordinaria es tetraploide, por lo que es dificil
encontrar una linea que sea deficiente en un solo gen.

A continuacién, el gen F®'H del pensamiento y el gen de la DFR de la petunia se transfirieron a la variedad de flor
blanca Tineke y se detectd la acumulacién de delfinidina, pero la cantidad fue minima y no se obtuvo una rosa azul.

De conformidad con la presente invencién, el gen DFR, una enzima que participa en la via de sintesis flavonoide
endogena de la rosa, se suprime artificialmente mediante una técnica de ingenieria genética y el gen F3'5'H del
pensamiento se expresa al tiempo que también se expresa un gen de DFR que reduce la dihidromiricetina, para
aumentar el contenido de delfinidina a aproximadamente el 80-100% del total de antocianidinas en los pétalos de la flor,
lo que de ese modo permite la realizacion de una rosa azul.

Los genes DFR que reducen Ila dihidromiricetina utilizados en este caso fueron derivados de lirio
(Iridaceae), Nierembergia (Solanaceae) y petunia (Solanaceae), pero como otras fuentes de genes DFR que reducen la
dihidromiricetina pueden mencionarse las plantas que no acumulan pelargonidina como la del tabaco (Solanaceae),
ciclamen  (Primulaceae), espuela de caballero (Ranunculaceae), orquidea (Orchidaceae), gentiana
(Gentianaceae), Eustoma russellianum (Gentianaceae) y similares (Forkmann 1991, Plant Breeding 106, 1-26; Johnson
et al., Plant J. 1999, 19, 81-85). Los genes DFR utilizados para la presente invencion son genes que reducen
preferentemente la dihidromiricetina.
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De conformidad con la presente invencidn, el gen flavonoide 3'-hidroxilasa (F3'H), una enzima que participa en la via de
sintesis flavonoide enddgena de la rosa, se suprime artificialmente mediante una técnica de ingenieria genética y el gen
F3'5'H del pensamiento se expresa para aumentar el contenido de delfinidina a aproximadamente el 80-100% del total de
antocianidinas en los pétalos de la flor, lo que de ese modo permite la realizacion de una rosa azul.

Las rosas obtenidas de conformidad con la invencién presentan colores de flor inexistentes hasta el momento y la
invencion puede proporcionar rosas con colores de flor que pertenecen no solamente al grupo de rojo-purpura, grupo
purpura y grupo purpura-violeta sino también al grupo violeta de conformidad con la tabla de colores de la Real Sociedad
de Horticultura.

Ejemplos

A continuacion, la presente invencién se explicara en mayor detalle mediante los siguientes ejemplos. A menos que se
especifique de otro modo, los protocolos biol6gicos moleculares utilizados se basaron en la clonacién molecular
(Sambrook and Russell, 2001, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.).

Ejemplo 1. Procedimiento de medicion del color de la flor

El tono de color del pétalo de la flor se evalu6 por medicién mediante el uso de un colorimetro espectrofotométrico
(Minolta Jap6n) con un campo visual de 10° y una fuente de luz D65 y analisis mediante el uso de un software de control
del color SpectraMagic (Minolta Japén). El nimero de la tabla de colores de la Real Sociedad de Horticultura (RHSCC)
es el color més cercano en comparacion con el Sistema de Clasificacién de Colores 2.1.1 (The Japan Research Institute
Co., Ltd.; publicacién de patente japonesa sin examinar No. 2002-016935), basado en el valor del color (sistema de
colores CIE L*a*b*) obtenido mediante discriminacién visual y medicion con el dispositivo mencionado anteriormente.
Este sistema puede utilizarse para la seleccion objetiva del numero de la RHSCC mas cercano.

Tras la medicion de los tonos de colores de los pétalos de la flor de los cultivares que se denominan "rosas azules" y la
determinacion de los colores méas cercanos de conformidad con la RHSCC mediante este procedimiento, se determind
que los colores “Blue Moon” y “Madam Violet” eran 186d (grupo purpura grisaceo), Lavande era 186c¢ (grupo purpura
grisaceo), Seiryu era 189d (grupo verde grisaceo) y “Blue Heaven” era 198d (grupo verde grisaceo). Estas cultivares se
denominan rosas azules pero se clasifican en grupos de “Gris” de conformidad con el nimero de la RHSCC y por lo tanto
no presentan el color azul que es objeto de la presente invencion.

Ejemplo 2. Anédlisis de flavonoides
1) Extraccion del color del pétalo de la flor

Una porcién de 0,5 g de pétalos de rosa liofilizados se someti6 a la extraccion en 4 ml de acetonitrilo al 50% (CH3sCN)
que contenia TFA al 0,1 % durante 20 minutos bajo vibracion ultrasénica y después se filtr6 con un filtro de 0,46m. Se
realiz6 cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) de las antocianinas en el extracto en las siguientes condiciones.
Se llevo a cabo la elucion isocratica mediante el uso de una columna RSpak DE-413L (4,6 mm@x25 cm, Shoko Co., Ltd.)
con una velocidad de flujo de 0,6 ml/min y una fase movil a un gradiente de concentracién lineal de CH3;CN/H,0 al
10%—50% que contenia acido trifluoroacético (TFA) al 0,5% durante 15 minutos seguida de CH3;CN/H,O al 50% que
contenia TFA al 0,5% durante 10 minutos. La deteccion se realiz6 mediante el uso de un detector de haz de fotodiodos
SPD-M10A (Laboratorios Shimadzu), con deteccion en el intervalo de longitud de onda de 600-250 nm y un calculo de la
proporcion de abundancia de cada antocianina basada en el area de absorbancia de 520 nm.

2) Andlisis de antocianidinas

Una porcion de 0,2 ml del filtrado se secé completamente a presion reducida en un tubo de ensayo de vidrio y se disolvio
en 0,2 ml de acido clorhidrico (HCI) 6N y se sometié a hidrélisis a 100°C durante 20 minutos. Las antocianidinas
hidrolizadas se extrajeron con 0,2 ml de 1-pentanol y la capa organica se analiz6 mediante HPLC en las siguientes
condiciones. La columna utilizada fue ODS-A312 (6 mmgx15 cm, YMC Co., Ltd.) y la elucién se llevo a cabo a una
velocidad de flujo de 1 ml/min mediante el uso de una solucién de CH3;COOH:CH3;0H:H,0=15:20:65 como la fase movil.

La deteccion se realizé6 mediante medicion espectral a 600-400 nm mediante el uso de un detector de haz de fotodiodos
SPD-M10A (Laboratorios Shimadzu), la identificacion basada en la absorcion maximargax) y el tiempo de retencion
(RT) y cuantificacion basada en un area de absorbancia de 520 nm. El tiempo de retencién ymax de la delfi nidinay la
cianidina en estas condiciones de HPLC fue de 4,0 min, 5,2 min y 534 nm, 525 nm, respectivamente. El hidrocloruro de
delfinidina y el hidrocloruro de cianidina comprados a Funakoshi Co., Ltd. se utilizaron como muestras para la
identificacion y cuantificacion.

3) Andlisis de flavonoles

Una porcién de 0,2 ml del filtrado extraido de los pétalos de la flor se secé hasta endurecerse a presion reducida en un
tubo Eppendorf de 1,5 ml y se disolvié en 0,2 ml de una solucién amortiguadora de fosfato de potasio (KPB) 0,1 M a un
pH de 4,5 y después se agregaron 6 unidadgs de -glucosidasa (Shinnihon Kagaku Co., Ltd.) y una unidad de
naringenasa (Sigma Chemical Co., MO, USA) y la mezcla se mantuvo a 30°C durante 16 horas. Después de la reaccion,
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se agregaron 0,2 ml de CH3;CN al 90% a la solucién de reaccion enzimdtica para finalizar la reaccion. La solucion se filtrd
con un filtro de 0,45 ym y se sometié a HPLC en las siguientes condiciones.

La elucidn isocratica se llevo a cabo mediante el uso de una columna de Develosil C30-UG-5 (4,6 mmex15 cm, Nomura
Chemical Co., Ltd.) con una velocidad de flujo de 0,6 ml/min y una fase movil a un gradiente de concentracion lineal de
CH3CN/H20 al 18%-+63% que contenia TFA al 0,1% durante 10 minutos seguido de CH3CN/H,0O al 63% que contenia
TFA al 0,1% durante 10 minutos. La deteccién se realizé mediante el uso de un detector de haz de fotodiodos SPD-
M10A, con deteccién en el intervalo de longitud de onda de 400-250 nm. El tiempo de retencién yAmax del kaempferol y
la quercetina en estas condiciones fue de 11,6 min, 365 nm y 10,3 min, 370 nm, respectivamente. El kaempferol y la
guercetina comprados a Funakoshi Co., Ltd. se utilizaron como muestras para la cuantificaciéon basada en el area A330
nm.

Ejemplo 3. Procedimiento de medicion del pH

Aproximadamente 2g de pétalos de rosa congelados a -80°C durante una hora o mas se prensaron con un
homogenizador para obtener el jugo de pétalos. El pH se midié6 mediante la conexién de un microelectrodo 6069-10C
(Laboratorios Horiba) a un medidor de pH (F-22, Horiba Laboratories).

Ejemplo 4. Transformacion de larosa

Se inform6 acerca de varios procedimientos para la transformacion de rosas (por ejemplo, Firoozababy et al.
Bio/Technology 12:883-888 (1994); Patente de los Estados Unidos No. 5,480,789; patente de los Estados Unidos No.
5,792,927; patente europea 536.327 Al; US 20010007157 Al), y la transformacion puede llevarse a cabo mediante
cualquiera de estas técnicas. Especificamente, se sumergieron los callos de la rosa tomados de las hojas asépticas de
plantula durante 5 minutos en una suspension bacteriana de Agrobacterium tumefaciens Agl0 (Lazo et al.,
Bio/Technology 9:963-967, 1991), el exceso de suspension bacteriana se extrajo con papel de filtro estéril y los callos se
transfirieron a un medio de subcultivo y se cocultivaron durante 2 dias en un cuarto oscuro.

Después de enjuagar posteriormente con un medio liquido de MS que contenia 400 mg/L de carbenicilina, los callos se
transfirieron a un medio de seleccién/eliminacién preparado mediante la adicién de 50 mg/L de kanamicina y 200 mg/L
carbenicilina a un medio de subcultivo. Después de repetir la transferencia y cultivo de las porciones que crecieron
normalmente en el medio de seleccién sin inhibicion de crecimiento, se seleccionaron los callos resistentes a la
kanamicina. Los callos transformados resistentes a la kanamicina se cultivaron en un medio de rediferenciaciéon que
contenia 50 mg/L de kanamicina y 200 mg/L de carbenicilina para obtener brotes resistentes a la kanamicina. Los brotes
obtenidos se enraizaron en un medio 1/2MS y después se acondicionaron. Las plantas acondicionadas se colocaron en
macetas y luego se cultivaron en un invernadero cerrado hasta florecer.

Ejemplo 5. Obtencion del gen flavonoide de la rosa

La biblioteca de ADNc derivada de los pétalos de la flor de la variedad de rosa Kardinal se detecté mediante el uso del
gen DFR de la petunia (descrito en WO96/36716) como sonda, para obtener el ADNc de DFR de la rosa que se
denomind pCGP645. Los detalles se describieron (Tanaka et al., Plant Cell Physiol. 36, 1023-1031 1995).

De igual modo, la misma biblioteca se detecté con el gen chalcona sintasa-A (CHS-A) de la petunia (Koes et al., Gene
(1989) 81, 245-257) y el gen antocianidina sintasa (ANS) (Martin et al., Plant J., (1991) 1, 37-49) de conformidad con un
procedimiento conocido publicamente (Tanaka et al., Plant Cell Physiol. 36, 1023-1031 1995), para obtener los
homoélogos de la chalcona sintasa (CHS) y antocianidina sintasa (ANS) de la rosa que fueron denominados como
pCGP634 y pCGP1375, respectivamente. La secuencia de nucleétidos para la CHS de la rosa se enumera como la SEQ
ID NO: 5y la secuencia de nucleétidos para la ANS de la rosa se enumera como la SEQ ID NO: 6.

Ejemplo 6. Deteccién de larosa blanca

Para la creacién de un cultivar azul mediante la recombinacion de genes, pueden seleccionarse los cultivares que
carecen unicamente del gen DFR para evitar la competicién entre la via de sintesis endégena de la antocianina y los
genes introducidos (especialmente el gen F35'H) y el gen DFR de la petunia y el gen F3'5H transferidos a sus cultivares
(WO96/36716).

Se realizd una seleccion entre las numerosas variedades existentes de rosas blancas para detectar aquellas que
Unicamente carecian del gen DFR y que expresaban normalmente otros genes enzimaticos de biosintesis de
antocianinas. Se cree que la causa del blanqueamiento del color de la flor es una mutacién ocasional o eliminacién de
los genes estructurales implicados en la biosintesis de antocianinas y la pérdida ocasional de factores que regulan la
transcripcion de los genes estructurales que participan en la biosintesis de antocianina. Se examinaron las rosas que
carecian del ARNm del gen DFR de conformidad con el procedimiento descrito en WO96/36716.

En primer lugar, se analizaron 112 lineas de rosas principalmente blancas para detectar la composicion flavonoide de los
pétalos de la flor mediante el procedimiento descrito en el ejemplo 1 y se seleccionaron las lineas con una alta
acumulacion de flavonoles. El pH de cada jugo de pétalo después se midié y se escogieron 80 cultivares con un pH
relativamente alto como principales candidatos.
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A continuacion se extrajo el ARN de los pétalos de estos cultivares. La extraccion de ARN se logré mediante un
procedimiento conocido publicamente (Tanaka et al., Plant Cell Physiol. 36, 1023-1031, 1995). EI ARN obtenido se utilizd
para examinar la presencia o ausencia de ARNm que corresponde al gen DFR de la rosa (Tanaka et al., Plant Cell
Physiol. 36, 1023-1031, 1995) y al gen antocianidina sintasa (ANS) de la rosa. Se llevo a cabo la RT-PCR y se
seleccionaron ocho cultivares (WKS-11, 13, 22, 36, 43, White Killarney, Tsuru No. 2, Tineke) que tenian una expresion
endogena baja de ARNm de DFR y niveles normales de ARNm de ANS.

La RT-PCR se llevo a cabo con un Sistema Script de Sintesis de Primera hebra para RT-PCR (Invitrogen) mediante el
uso del ARN obtenido de los pétalos de cada cultivar. Se detecté el ARNm de DFR mediante el uso de cebadores de
DFR-2F (3-CAAGCAATGGCATCGGAATC-3') (SEQ ID NO: 13) y DFR-2B (B-TTTCCAGTGAGTGGCGAAAGTC-3')
(SEQ ID NO: 14) y el ARNm de la ANS se detect6 mediante el uso de cebadores de ANS-2F (5-
TGGACTCGAAGAACTCGTCC-3') (SEQ ID NO: 15) y ANS-2B (5'-CCTCACCTTCTCCCTTGTT-3') (SEQ ID NO: 16).

Estos ocho cultivares mostraron niveles bajos de ARNm de DFR y niveles normales de ARNm de ANS en la
inmunotransferencia Northern blotting (Tabla 1) y sus propiedades de cultivo fueron excelentes. Se eligieron dos de los
cultivares transformables (Tineke, WKS36) para la transferencia real de la construccion que produce delfinidina.

TABLA 1
) Flavonoles (mg/g de pétalo) RT-PCR
Nombre del cultivar pH
Q K Total DFR | CHS | ANS
WKS-36 0,082 8,095 8,177 4,81 - + +
Killarney blanca 1,343 6,113 7,456 47 + + +
Tsuru No. 2 0,715 5,188 5,903 4,7 + +
WKS-11 2,028 0,475 2,503 4,51 + +
Tineke 0,097 4,337 4,434 4,45 - + +
WKS-13 0,320 3,993 4,313 4,45 - + +
WKS-22 0,145 10,469 10,614 4,41 - + +
WKS-43 0,045 2,104 2,149 4,07 - + +
+: ARNm detectado en el mismo nivel que la rosa de color (cultivar Rote Rose)
—: ARNm detectado en niveles mas bajos que la rosa de color (cultivar Rote Rose)
Q: Quercetina, K: kaempferol

Ejemplo 7. Transferencia del gen DFR a larosa a Tineke

El plasmido pE2113 (Mitsuhara et al., Plant Cell Physiol. 37, 45-59, 1996) comprende el promotor 35S del virus del
mosaico de la coliflor (E1235S) que contiene repeticion de la secuencia promotora y el terminador de la nopalina sintasa.
Este plasmido se digirié con Sacl y los extremos se cortaron mediante el uso de un kit de corte (Takara). El fragmento de
ADN se lig6 con un ligador Sall (Takara) 8 bp y el plasmido obtenido se denominé pUES.

El plasmido pUE5 se digirié con Hindlll y EcoRI para obtener un fragmento de ADN de aproximadamente 3 kb, el cual se
introdujo en el pBinl19 (Bevan M., Binary Agrobacterium Vector for plant transformation. Nucl. Acid Res. 12. 8711-21,
1984) anteriormente digerido con Hindlll y EcoRlI, para obtener el plasmido pBES5. A continuacion, el pPCGP645 se digirio
con BamHI y Xhol para obtener un fragmento de ADN que contiene ADNc de DFR de rosa de longitud completa. Este se
ligéb con pBE5 digerido con BamHI y Xhol para construir pPBERD1 (FIG. 2). El plasmido se transfiri6 a Agrobacterium
tumefaciens Ag10.

El plasmido pBERD1 (FIG. 2) se transfirié al cultivar de rosa blanca “Tineke” y se obtuvieron 18 transformantes. El color
de la flor se alter6 en seis de los transformantes obtenidos. El analisis de pigmentos de dos plantas en las cuales se
observé un claro cambio de color de blanco a rosado confirmé la acumulacion de cianidina y pelargonidina en ambas
(Tabla 2). Estos resultados sugirieron que el cultivar Tineke es un cultivar que carece del gen DFR.

TABLA 2

No. de planta Cia (mg/qg) Pel (mg/qg)

1 0,014 0,005
2 0,014 0,006

Cia: Cianidina, Pel: Pelargonidina
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Ejemplo 8. Transferencia del gen F3'5'H (#18) del pensamiento y el gen DFR de la petunia a Tineke

Se extrajo el ARN de los pétalos del pensamiento en ciernes (variedad de pensamiento negro) mediante el procedimiento
de Turpen y Griffith (BioTechniques 4:11-15, 1986) y se utilizé6 Oligotex-dT (Qiagen) para la purificacion del poliA*ARN.
Se utilizé este poliA"ARN y un kit de clonaciorhZAPII/Gigapackll (Stratagene) para co nstruir una biblioteca de ADNc a
partir de los pétalos del pensamiento en ciernes. Después de transferir aproximadamente 100.000 pfu de las placas de
fagos cultivadas en una placa NZY a una Colony/PlagqueScreen (DuPont), el tratamiento se llevé a cabo segun el
protocolo recomendado por el fabricante. Las placas se marcaron con ¥p y se tamizaron mediante el uso de Hf1ADNc de
petunia Hf1DNAc (pCGP602, Holton et al., Nature, 366, p 276-279, 1993) como sonda.

La membrana se sometio a pre-hibridacion durante 1 hora a 42°C en una solucién amortiguadora de hibridacion
(formamida al 10% (v/v), NaCl 1 M, sulfato de dextrano al 10% (p/v), SDS al 1%), y luego la sonda marcada con ¥p se
agrego a 1x10° cpm/ml y la hibridacion se llevé a cabo durante 16 horas a 42° C. Se lavo la membrana durante 1 hora en
2xSSC, SDS al 1% a 42°C, se intercambio la soluciéon de lavado fresca y se lavdé nuevamente durante 1 hora. La
membrana lavada se expuso en una pelicula Kodak XAR junto con una pantalla intensificadora y se detecto6 la sefial de
hibridacion.

Los resultados del analisis de ADNc demostraron que los dos ADNc obtenidos presentaban una alta identidad con el Hf1
de petunia. Los dos tipos de ADNc se denominaron ADMN¢HF8el pensamiento BP#18 (pCGP1959) y BP#40
(pCGP1961). La secuencia de nucledtidos para #18 se enumera como la SEQ ID NO: 1 y su secuencia de aminoacidos
correspondiente se enumera como la SEQ ID NO: 2, la secuencia de nucleétidos para #40 se enumera como la SEQ ID
No. 3 y su secuencia de aminoacidos correspondiente se enumera como la SEQ ID NO: 4. El BP#18 y BP#40 tienen un
82% de identidad en el nivel de ADN. Asimismo, tanto el BP#18 como el BP#40 presentan un 60% de identidad con el
Hf1 de petunia y un 62% de identidad con el Hf2 de petunia (Holton et al., Nature, 366, p 276-279, 1993) en el nivel de
ADN.

Por otra parte, el plasmido pUE5 se digiri6 con EcoRl y los extremos se cortaron mediante el uso de un kit de corte
(Takara) y el fragmento de ADN obtenido se ligé con un ligador Hindlll 8 bp (Takara), lo que produjo un plasmido que se
denomind pUESH. Se recuperd un fragmento de ADN de aproximadamente 1,8 kb obtenido mediante digestiébn completa
del plasmido pCGP1959 que contenia ADNc F3'5'H #18 del pensamiento con BamHI y a digestién parcial con Xhol. El
plasmido obtenido mediante enlace de este pUE5H digerido con BamHI y Xhol se denominé pUEBP18.

Por otra parte, se recuperd un fragmento de ADN que contenia ADNc de DFR de petunia mediante la digestion de
pCGP1403 (W096/36716) con BamHI y Xhol y este fragmento de ADN se ligé con el pBE5 que habia sido digerido con
BamHI y Xhol para preparar pBEPD2. A continuacion, el pUEBP18 se digiri6 parcialmente con Hindlll y se recuperd un
fragmento de ADN de aproximadamente 2,8 kb que contenia el promotor E1235S, el ADNc F3'5'H #18 del pensamiento y
el terminador nos. Este fragmento se lig6 con un fragmento de ADN obtenido mediante digestion parcial de pBEPD2 con
Hindlll para obtener un plasmido de vector binario pBPDBP2 (FIG. 3). EIl plasmido se introdujo en Agrobacterium
tumefaciens Ag10.

El plasmido pBPDBP2 (FIG. 3) se transfirié al cultivar de rosa blanca “Tineke” y se obtuvieron 40 transformantes. El color
de la flor se alter6 en 23 de los transformantes obtenidos y el analisis de pigmentos confirm6 la acumulacion de
delfinidina en 16 de los 19 transformantes analizados (Tabla 3). El contenido de delfinidina fue de un 100% como méaximo
(promedio: 87%) pero la cantidad maxima de pigmento fue muy baja a 0,035 mg por gramo de pétalos y el color de la flor
se alteré unicamente del color 158d de la tabla de colores de la RHS (grupo amarillo-blanco) al color 56a (grupo rojo) o
65b (grupo rojo-purpura), y tampoco se logré ningun color del grupo violeta, grupo violeta-azul o grupo azul de
conformidad con la RHSCC ni se pudo obtener la rosa azul diana.

TABLA 3
No. de Planta Contenido Del (%) Del (mg/g) Cia(mg/g) | M (mg/g) | Q (mg/g) K (mg/g)
1 87 0,002 0,000 0,000 0,058 0,354
2 100 0,004 0,000 0,338 0,059 1,921
3 82 0,002 0,001 0,203 0,039 1,382
4 100 0,003 0, 000 0,245 0,050 1,840
5 76 0,005 0,001 0,000 0,280 3,288
6 0 0,000 0,000 0,000 0,098 0,409
7 0 0,000 0,001 0,000 0,101 0,358
8 0 0,000 0,001 0,000 0,030 2,277
9 83 0,013 0,003 0,000 0,117 0,841
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No. de Planta Contenido Del (%) Del (mg/g) Cia(mg/g) | M (mg/g) | Q (mg/g) K (mg/g)
10 85 0,011 0,002 0,000 0,104 3,300
11 84 0,020 0,004 0,000 0,168 3,137
12 91 0,025 0,002 0,294 0,119 1,252
13 90 0,028 0,003 0,000 0,075 1,912
14 91 0,014 0,001 0,000 0,152 2,667
15 90 0,035 0,004 0,000 0,086 1,616
16 83 0,023 0,005 0,000 0,117 2,267
17 91 0,014 0,001 0,0 00 0,113 0,825
18 76 0,003 0,001 0,000 0,085 2,351
19 82 0,005 0,001 0,000 0,054 1,616
Del: Delfinidina, M: Miricetina

Ejemplo 9. Transferencia del gen F3'5'H (#40) del pensamiento y el gen DFR de la petunia a Tineke

El pldsmido pE2113 (Mitsuhara et al., Plant Cell Physiol. 37, 45-59, 1996) se digiri6 con Hindlll y Xbal para obtener un
fragmento de ADN de aproximadamente 800 bp, que se ligé con pBin19 (Bevan M., Binary Agrobacterium Vector for plant
transformation. Nucl. Acid Res. 12. 8711-21, 1984) digerido anteriormente con Hindlll y Xbal. El plasmido obtenido se
denominé pCGP1391. Otro plasmido, el pCGP669 (W094/21840), contiene el promotor del gen chalcona sintasa-A
(CHS-A) de la petunia. Este plasmido se digiri6 con EcoRl, se corto y luego digirié con Hindlll.

El fragmento de ADN de aproximadamente 700 bp se ligd con pCGP1391 que habia sido digerido previamente con
Hindlll y SnaBl y el plasmido obtenido se denomin6 pCGP1707. Asimismo, se recuperé un fragmento de ADN de
aproximadamente 1,8 kb obtenido mediante digestion completa del plasmido pCGP1961 que contenia ADNc F3'5'H #40
del pensamiento con BamHI y a digestion parcial con Xhol. El plasmido obtenido mediante ligazon de este pUESH
digerido con BamHI y Xhol se denomindé pUEBP40. El plasmido pUEBP40 se digiri6 con EcoRV y Xbal y se recuper6 un
fragmento de ADN de aproximadamente 5,5 kb.

Este fragmento se ligd con un fragmento de aproximadamente 700 bp obtenido mediante la digestion del plasmido
pCGP1707 con Hindlll, el corte de los extremos y la digestién adicional con Xbal para obtener el plasmido pUFBP40. A
continuacion, el pUFBP40 se digirié parcialmente con Hindlll y se recuperd un fragmento de ADN de aproximadamente
3,4 kb que contenia el potenciador del promotor 35S de la coliflor, el promotor CHS-A, el ADNc F3'5'H #40 del
pensamiento y el terminador nos. Este fragmento se ligdé con un fragmento de ADN obtenido mediante digestién parcial
del pBEPD2 con Hindlll para obtener un plasmido de vector binario pBPDBP8 (FIG. 4). El plasmido se introdujo en
Agrobacterium tumefaciens Ag10.

El plasmido pBPDBP8 (FIG. 4) se transfirio al cultivar de rosa blanca “Tineke” y se obtuvieron 53 transformantes. El color
de la flor se alter6 en 17 de los transformantes obtenidos y el analisis de pigmentos confirmé la acumulacion de
delfinidina en 8 de los 9 transformantes analizados (Tabla 4). El contenido de delfinidina fue de un 93% como maximo
(promedio: 79%) pero la cantidad maxima de pigmento fue muy baja a 0,014 mg por gramo de pétalos y el color de la flor
se alteré Unicamente del color 158d de la tabla de colores de la RHS (grupo amarillo-blanco) al color 56a (grupo rojo) o
65b (grupo rojo-purpura), y tampoco se logré ningun color del grupo violeta, grupo violeta-azul o grupo azul de
conformidad con la RHSCC ni se pudo obtener la rosa azul diana. Esto sugirié que la variedad Tineke no es una variedad
que carece Unicamente del gen DFR.

TABLA 4
No. de planta | Contenido Del (%) Del (mg/g) Cia (mg/qg) M (mg/g) Q (mg/g) K (mg/g)

1 0 0,000 0,001 0,000 0,018 2,023
2 9 0,001 0,006 na na na

3 93 0,011 0,001 0,000 0,036 2,724
4 86 0,007 0,001 0,000 0,076 2,957
5 71 0,013 0,006 0,000 0,073 2,503
6 87 0,014 0,002 0,000 0,058 3,390
7 78 0,005 0,002 0,000 0,049 1,241
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No. de planta | Contenido Del (%) Del (mg/g) Cia (mg/qg) M (mg/g) Q (mg/g) K (mg/g)

8 47 0,004 0,004 0,000 0,070 1,800
9 78 0,004 0,001 0,000 0,029 2,326
na: no hubo andlisis/medicién

Ejemplo 10. Transferencia del gen F3'5'H (#18) del pensamiento y el gen DFR de la petunia a WKS36

El plasmido pBPDBP2 (FIG. 3) se transfirid al cultivar de rosa blanca “WKS36” y se obtuvieron 138 transformantes. El
color de la flor se alter6 en 10 de los transformantes obtenidos y se confirmé la acumulacion de delfinidina en todas las
plantas (Tabla 5). El contenido de delfinidina fue de un 91% como maximo (promedio: 60%) pero la cantidad maxima de
pigmento fue muy baja a 0,033 mg por gramo de pétalos y el color de la flor se alter6 Unicamente a un color rosado muy
claro, y tampoco se logré ningun color del grupo violeta, grupo violeta-azul o grupo azul de conformidad con la RHSCC ni
se pudo obtener la rosa azul diana. Esto sugiri6 que la variedad WKS36 no es una variedad que carece Unicamente del
gen DFR.

TABLA S
No. de planta Contenido Del (%) | Del (mg/g) | Cia (mg/g) | M (mg/g) Q (mglg) K (mg/g)
1 60 0,008 0,005 0,381 0,169 2,291
2 40 0,006 0,009 0,633 0,486 2,911
3 54 0,005 0,005 0,654 0,336 3,460
4 43 0,016 0,021 0,000 0,656 2,469
5 53 0,009 0,008 0,404 0,325 2,397
6 53 0,004 0,003 0,498 0,251 2,768
7 45 0,013 0,016 0,000 0,381 1,537
8 83 0,004 0,001 0,000 0,156 1,632
9 80 0,033 0,008 0,000 0,557 3,766
10 91 0,013 0,0 00 0,000 0,184 2,610

Ejemplo 11. Transferencia del gen F3'5'H (#18) del pensamiento y el gen DFR de la petunia a WKS36

El plasmido obtenido mediante el reemplazo del sitio Ascl del plasmido pUCAP (van Engelen et al., Transgenic Research
4, 288-290, 1995) con el ligador Pacl se denomin6 pUCPP. Por otra parte, se obtuvo un cassette de expresion preparado
ligando el promotor de chalcona sintasa de la rosa, el ADNG'FB#18 del pensamiento y el terminador nos de la
siguiente forma.

Se extrajo el ADN cromosomico de hojas jovenes del cultivar de rosa Kardinal (Tanaka et al., Plant Cell Physiol. 36,
1023-1031, 1995). Una porcion de aproximadamente [i@0de ADN se digirparcialmente con Sau3Al y se
recuperaron fragmentos de ADN de aproximadamente 20-kb mediante el gradiente de densidad de sacarosa.

Estos se ligaron con fago lambda EMBL3 (por ejemplo, Stratagene) que habia sido digerido con BamHI y se prepard una
biblioteca de ADN cromosémico mediante el protocolo recomendado por el fabricante. La biblioteca se analiz6 con un
procedimiento conocido publicamente (Tanaka et al., Plant Cell Physiol. 36, 1023-1031, 1995) mediante el uso del ADNc
de la chalcona sintasa de la rosa (DNA database: GenBank Accession No. AB038246) como sonda. Entre los clones de
cromosomas de chalcona sintasa obtenidos, se encontr6é el lambda CHS20 que incluyé una secuencia de ADN de
aproximadamente 6,4 kb secuencia arriba desde el coddn de inicio de la charcona sintasa. El fragmento de ADN de
aproximadamente 2,9 kb obtenido mediante la digestion de lambda CHS20 con Hindlll y EcoRV incluye la regién
promotora de charcona sintasa.

Este fragmento se ligd con un fragmento obtenido mediante la digestion del pUC19 (Yanisch-Perron C et al., Gene
33:103-119, 1985) con Hindlll y Smal. Este se denomindé pCGP1116. La secuencia de la region promotora de chalcona
sintasa incluida en este se enumera como la SEQ ID NO: 21. Se ligd un fragmento de ADN de aproximadamente 2,9 kb
obtenido mediante la digestién del pCGP1116 con Hindlll y Kpnl, con un fragmento de ADN obtenido mediante la
digestion del pJB1 (Bodeau, Molecular and genetic regulation of Bronze-2 and other maize anthocyanin genes.
Dissertation, Stanford University, USA, 1994) con Hindlll y Kpnl para obtener el pPCGP197.

Por otra parte, un fragmento de ADN de aproximadamente 300 bp que contenia el terminador de la nopalina sintasa,
obtenido mediante la digestion del pUES con Sacl y Kpnl, se cortd y se ligd con el pBluescriptSK que habia sido digerido
con EcoRV y BamHI y cortado. Un plasmido entre los obtenidos en los que el extremo del terminador se e ncontraba
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cerca del sitio Sall del pBluescriptSK se denominé pCGP1986. Un fragmento de ADN obtenido mediante la digestion del
pCGP1986 con Xhol, el corte de los extremos y la digestion adicional con Sall se ligd con un fragmento de ADN obtenido
mediante la digestion del pCGP197 con Hindlll, el corte de los extremos y la digestion adicional con Sall, para obtener el
pCGP2201.

A continuacion, el fragmento de ADN obtenido mediante la digestion del pCGP2201 con Sall y el corte de los extremos se
ligd con un fragmento de ADN de aproximadamente 1,7 kb (que contenia el gen flavo®bide 3 -hidroxilasa del
pensamiento) obtenido mediante la digestién del pCGP1959 con BamHI y Kpnl y el corte de los extremos. El plasmido de
aquellos obtenidos en los cuales el promotor de chalcona sintasa de la rosa habia sido insertado en una direccion que
permitia la transcripcion del gen flavonoide 35’ -hidroxilasa del pensamiento en la direccién hacia delante se denominé
pCGP2203. El plasmido pCGP2203 se recuperd mediante la digestion con Hindlll y Sacl. El fragmento de ADN se cloné
en los sitios Hindlll y Sad del pUCPP y el plasmido resultante se denominé pSPB459. A continuacion, el plasmido
pE2113 se digirié con SnaBl y se insert6 un ligador de BamHI (Takara) para obtener un plasmido denominado pUESG.

El fragmento de ADN de aproximadamente 700 bp obtenido mediante la digestion del pUE6 con Hindlll y BamHI se ligo
con un fragmento de ADN de aproximadamente 2,2 kb obtenido mediante la digestion del pCGP1405 (W096/36716) con
BamHI y Bglll y con el vector binario pBinplus (van Engelen et al., Transgenic Research 4, 288-290, 1995) digerido con
Hindlll y BamHI, para obtener el pSPB460. Un fragmento de ADN de aproximadamente 5 kb obtenido mediante la
digestion del pSPB459 con Pacl se introdujo en el sitio Pacl del pSPB460 para obtener el pSPB461 (FIG. 5), que tiene
los genes DFR de la petunia y F3'5'H #18 del pensamiento unidos en la direccion hacia delante en el vector binario. Este
plasmido se modifica para la expresion constitutiva del gen DFR de la petunia en plantas y la transcripcién especifica del
gen F3'5'H #18 del pensamiento en los pétalos de las flores. El plasmido se transfirié a Agrobacterium tumefaciens Ag10.

El plasmido pSPB461 (FIG. 5) se transfiri6 a la rosa blanca “WKS36” y se obtuvieron 229 transformantes. El color de la
flor se alter6 en 16 de los transformantes obtenidos y se confirmé la acumulacion de delfinidina en 12 de las plantas a las
cuales se le analiz6 el pigmento (Tabla 6). El contenido de delfinidina fue de un 79% como méaximo (promedio: 58%) pero
la cantidad maxima de pigmento fue muy baja a 0,031 mg por gramo de pétalos y el color de la flor se alter6 Unicamente
a un color rosa muy claro, y tampoco se logré ningun color del grupo violeta, grupo violeta-azul o grupo azul de
conformidad con la RHSCC y no se pudo obtener la rosa azul diana. Esto sugirié que la variedad WKS36 no es una
variedad que carece Unicamente del gen DFR.

TABLA 6
No. de planta Contenido Del (%) | Del (mg/g) | Cia (mg/g) M (mg/g) Q (mg/g) K (mg/qg)
1 39 0,002 0,004 0,000 0,414 3,744
2 52 0,006 0,005 0,000 0,465 3,363
3 27 0,002 0,005 0,000 0,342 3,703
4 58 0,014 0,010 0,000 0,430 2,780
5 62 0,008 0,005 0,498 0,281 2,189
6 72 0,002 0,001 0,000 0,193 2,391
7 71 0,010 0,004 0,000 0,152 4,021
8 79 0,031 0,008 0,403 0,215 2,660
9 26 0,004 0,011 0,000 0,249 2,331
10 54 0,007 0,006 0,000 0,299 2,085
11 74 0,017 0,006 0,145 0,248 3,505
12 74 0,013 0,005 0,000 0,229 2,005

Ejemplo 12. Transferencia del gen F3'5'H (#18) de pensamiento, el gen DFR de petunia y el gen antocianina -
glucosida aciltransferasa de perilla a WKS36

El gen que comprende el codon de inicio agregado al gen hidroxicinamoil CoA: antocianifia -glucosida aciltransferasa
(3AT) de perilla se denomindé pSAT208F (Yonekura-Sakakibara et al., Plant Cell Physiol. 41, 495-502, 2000). Un
fragmento de ADN de aproximadamente 3,9 kb obtenido mediante la digestidon del pSPB580 (PCT/AU03/00079) con
BamHI y Xhol se ligd con un fragmento de ADN de aproximadamente 1,8 kb obtenido mediante la digestién del
pSAT208F con BamHI y Xhol.

El plasmido obtenido se digirid6 con Ascl y se recuperd un fragmento de ADN que contenia el promotor E1235S, el gen
3AT de perilla 'y el terminador de proteinas de transferencia de fosfolipidos de la petunia. El fragmento de ADN se insertd
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en el sitio Ascl del pSPB461 para obtener el plasmido pSPB472 (FIG. 6) donde las direcciones de transcripcion de los
genes 3AT de perilla, el DFR de petunia y el F&'H #18 del pensamiento se encontraba n en direccion 3. Este plasmido
se modifica para la expresion constitutiva del gen 3AT de la perilla y el gen DFR de la petunia en plantas y la
transcripcion especifica del gen F8'H #18 del pensamiento en los pétalos de las flores. El plasmido se transf iri6 a
Agrobacterium tumefaciens Ag10.

El plasmido pSPB472 (FIG. 6) se transfirié a la rosa blanca “WKS36” y se obtuvieron 75 transformantes. El color de la flor
se alteré en cuatro de los transformantes obtenidos y se confirmé la acumulacién de delfinidina en las tres plantas a las
cuales se le analiz6 el pigmento (Tabla 7). El contenido de delfinidina fue de un 67% como méaximo (promedio: 49%) pero
la cantidad méaxima de pigmento fue muy baja a 0,011 mg por gramo de pétalos y el color de la flor se alteré Unicamente
a un color rosa muy claro y tampoco se logré ningun color del grupo violeta, grupo violeta-azul o grupo azul de
conformidad con la RHSCC ni se pudo obtener la rosa azul diana. Esto sugiri6 que la variedad WKS36 no es una
variedad que carece Unicamente del gen DFR.

TABLA 7

No. de planta | Contenido Del (%) Del (mg/g) | Cia(mg/g) | M (mg/g) | Q (mg/g) K (mg/qg)

1 32 0,003 0,006 0,219 0,236 1,972
67 0,011 0,005 0,520 0,329 3,234
3 46 0,006 0,007 0,000 0,579 3,874

Por tanto, a pesar del andlisis de varias rosas blancas, no fue posible obtener un cultivar que careciera Unicamente del
gen DFR. En otras palabras, no fue posible obtener la rosa azul mediante el procedimiento para la creacion del clavel
azul (W0O94/28140).

Ejemplo 13. Inhibicidn del gen DFR de larosa mediante cosupresion

El plasmido pBERD1 se transfirié a la rosa violeta claro “Lavande” y se obtuvieron 26 transformantes. No obstante,
ninguna de las plantas presenté alteracion del color, lo que sugirid que es dificil inhibir el gen DFR enddgeno de la rosa
mediante cosupresion.

Ejemplo 14. Deteccion de rosas de colores

Los cultivares para la creacion de rosas azules luego se seleccionaron entre las rosas de colores. Después de
seleccionar visualmente 136 lineas de los cultivares de rosas de colores con tonos relativamente azules, 89 de las lineas
se sometieron al andlisis de pigmento. Los valores obtenidos para las rosas de colores examinadas se muestran en las
tablas 8 a 10.

TABLA 8

Nombre Cia (mg/g) Pel (mg/g) | Peo (mg/g) | Q (mg/g) K (mg/g)
Lavande 0,078 0,000 0,000 0,451 0,078
Madam Violet 0,055 0,000 0,000 1,780 0,189
Vol de Nuit 0,317 0,003 0,000 2,661 0,316
Blue Moon 0,049 0,000 0,000 1,341 0,119
Seiryu 0,015 0,000 0,000 3,030 1,300
WKSO077 1,875 0,008 0,000 1,430 0,247
WKSO078 0,211 0,000 0,000 1,286 0,133
WKS079 2,864 0,003 0,000 1,030 0,106
WKS080 0,040 0,000 0,000 0,362 0,047
WKS081 0,032 0,000 0,000 4,480 1,563
WKS082 0,074 0,000 0,000 2,400 0,196
WKSO083 0,018 0,405 0,000 0,146 0,962
WKS084 0,055 0,000 0,000 1,269 0,159
WKSO087 0,032 0,000 0,000 0,797 0,134
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Nombre Cia (mg/qg) Pel (mg/g) | Peo (mg/g) | Q (mg/g) K (mg/g)
WKSO089 0,030 0,000 0,000 1,484 0,317
WKS090 1,571 0,007 0,000 1,346 0,339
WKS091 0,045 0,169 0,000 0,186 0,899
WKS092 0,038 0,002 0,000 1,358 0,135
WKS095 0,015 0,000 0,000 2,945 0,255
WKS096 0,024 0,000 0,000 2,032 0,349
WKSO097 0,991 0,002 0,000 1,659 0,185
WKS100 0,051 0,000 0,000 1,410 0,615
WKS101 0,424 0,000 0,000 2,194 0,482
WKS104 0,066 0,000 0,000 2,347 0,424
WKS107 1,202 0,004 0,000 3,134 0,460
WKS114 0,429 0,000 0,000 3,509 0,541
WKS116 0,026 0,000 0,000 3,440 0,868
WKS117 0,027 0,000 0,000 0,227 0,149
WKS121 0,669 0,006 0,000 1,336 0,453
WKS123 0,487 0,003 0,000 3,663 0,826
Peo: Peonidina
TABLA 9
Nombre Cia (mg/qg) Pel (mg/g) Peo (mg/g) Q (mg/g) K (mg/g)
WKS124 0,022 0,045 0,000 0,192 2,012
WKS12 5 0,187 0,002 0,000 0,349 0,089
WKS126 0,544 0,002 0,000 2,226 0,895
WKS127 1,609 0,008 0,006 2,278 0,528
WKS128 1,844 0,003 0,007 2,576 0,409
WKS129 1,645 0,002 0,006 0,450 0,160
WKS130 1,332 0,008 0,005 1,599 0,525
WKS131 0,582 0,002 0,001 2,460 0,567
WKS132 1,101 0,006 0,000 0,298 0,208
WKS133 2,773 0,003 0,000 1,263 0,230
WKS133 3,487 0,011 0,023 0,414 0,108
WKS134 1,084 0,001 0,002 2,777 0,413
WKS135 0,241 0,007 0,001 0,803 0,113
WKS136 0,637 0,000 0,003 1,451 0,062
WKS137 1,208 0,014 0,002 1,034 1,027
WKS138 1,955 0,006 0,000 3,857 0,855
WKS139 0,285 0,003 0,000 1,363 0,538
WKS140 0,075 0,000 0,000 0,291 0,097
WKS141 0,197 0,000 0,000 0,358 0,045
WKS142 1,906 0,029 0,106 1,890 1,860
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Nombre Cia (mg/g) Pel (mg/g) Peo (mg/g) Q (mg/g) K (mg/g)

WKS143 1,125 0,027 0,020 1,596 1,129

WKS144 2,685 0,484 0,000 0,160 0,184

WKS145 0,948 0,006 0,000 3,086 1,222

WKS146 3,108 0,047 0,000 0,228 0,398

WKS 147 0,593 0,003 0,004 3,619 0,924

WKS148 0,059 0,000 0,000 3,113 0,466

WKS149 1,101 0,013 0,000 1,481 1,866

WKS150 0,498 0,562 0,000 0,061 0,156

WKS151 0,947 1,073 0,000 0,038 0,227

WKS152 0,303 1,599 0,000 0,015 0,464

Peo: Peonidina
TABLA 10

Nombre Cia (mg/g) Pel (mg/g) | Peo (mg/g) | Q (mg/g) K (mg/g)
WKS153 1,178 0,796 0,000 0,020 0,179
WKS154 0,219 0,659 0,000 0,007 0,265
WKS155 0,547 0, 006 0,000 1,274 0,073
WKS156 0,851 0,005 0,000 1,139 0,238
WKS157 0,955 0,555 0,000 0,133 1,315
WKS158 0,634 0,005 0,000 0,526 0,219
WKS159 0,106 0,320 0,000 0,034 0,959
WKS160 0,750 0,005 0,000 2,283 0,768
WKS161 0,262 0,419 0,000 0,197 1,115
WKS162 0,039 0,564 0,000 0,041 0,447
WKS163 0,184 0,002 0,000 0, 756 0,105
WKS164 0,918 0,012 0,000 1,954 2,832
WKS165 0,097 0,604 0,000 0,026 0,197
WKS166 0, 116 0,015 0,000 0,488 0,566
WKS167 0,647 0,002 0,000 2,507 0,499
WKS168 1,109 0,029 0,000 1,797 2,328
WKS169 0,070 0,003 0,000 0,208 1,369
Baby Faurax 2,247 0,022 0,058 4,518 0,580
Indigo 0,891 0,006 0,000 5,781 3,820
Intermezzo 0,040 0,000 0,000 1,075 0,443
James Veitch 1,281 0,004 0,002 2,087 0,923
Lagoon 0,053 0,000 0,000 2,887 0,315
Magenta 0,126 0,000 0,000 1,062 0,191
MRS COLVILLE 1,666 0,012 0,000 3,500 2,940
Mme. Isaac Pereire 0,629 0,003 0,000 1,021 0,105
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Nombre Cia (mg/g) Pel (mg/g) | Peo (mg/g) | Q (mg/g) K (mg/g)
Mme. de La Roche-Lambert 0,869 0,005 0,000 4,994 2,794
Roseraie de L'hay 0,364 0,005 1,256 0,156 0,077
Rose de Rescht 1,348 0,004 0,000 4,0 27 0,842
Rose du Roi a Fleurs Pourpres 2,556 0,017 0,000 0,968 0,411
Peo: Peonidina

Ejemplo 15. Transferencia del gen ‘5Bl (#40) del pensamiento y el gen antocianina 5 -aciltransferasa de
Torenia a Lavande

La modificacién de las antocianinas con grupos acilo aromaticos puede estabilizar las antocianinas y producir un color
mas azul (por ejemplo, WO96/25500). El siguiente experimento fue realizado con el objetivo de producir antocianinas de
tipo delfinidina acilada.

Se obtuvo el ARN de los pétalos de la flor de verano Torenia y se prepard el poliA*ARN a partir de estos. Se prepar6 una
biblioteca de ADNc a partir del poliA*ARN con AZAPI| (Stratagene) como vector, mediante el uso de un kit de preparacién
de biblioteca de ADNc direccional (Stratagene) de conformidad con el protocolo recomendado del fabricante. La
antocianina principal de Torenia se modifica con un grupo acilo aromatico en la posicion 5 de la glucosa (Suzuki et al.,
Molecular Breeding 2000 6, 239-246) y por tanto la antocianina aciltransferasa se expresa en los pétalos de Torenia.

La antocianina aciltransferasa incluye la secuencia de aminoacidos conservada Asp-Fe-Gli-Trp-Gli-Lis y el ADN sintético
correspondiente puede utilizarse como cebador para obtener el gen antocianina aciltransferasa (W096/25500).
Especificamente, se utilizaron 10 ng de ADNc de hebra simple para la construccion de la biblioteca de ADNc
de Torenia como plantilla y se utilizaron 100 ng de cebador ATC (5-GA(TC)TT(TC)GGITGGGGIAA-3, I: inosina) (SEQ
ID NO: 17) y 100 ng de cebador oligo dT (B-TTTTTTTTTTTTTTTTTCTCGAG-3') (SEQ ID NO: 18) como cebadores para
la PCR con Taq polimerasa (Takara, Japan) en las condiciones recomendadas por el fabricante.

La PCR se llevé a cabo en 25 ciclos de reaccion con un ciclo que consistié en 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 55°C y 1
minuto a 72°C. El fragmento de ADN de aproximadamente 400 bp que fue obtenido se recuperé con el gen Clean 1l (BIO,
101. Inc.) de conformidad con el protocolo recomendado por el fabricante y se subclondé en el pCR-TOPO. La
determinacion de la secuencia de nuclettidos revel6 una secuencia homoéloga al gen aciltransferasa de genciana
(Fujiwara et al., 1998, Plant J. 16 421-431). La secuencia de nucledtidos se determind6 mediante el procedimiento de
imprimacién de colorante (Applied Biosystems), mediante el uso del secuenciador 310 o 377 (ambos de Applied
Biosystems).

El fragmento de ADN se marcé con DIG mediante el uso de un kit de deteccion marcador DIG (Japan Roche) y se utilizd
para el analisis de una biblioteca de ADNc de Torenia mediante la hibridacion de placas de conformidad con el protocolo
recomendado por el fabricante. Doce de los clones de sefial positiva obtenidos se seleccionaron de forma aleatoria, los
plasmidos se recuperaron y se determinaron sus secuencias de nucledétidos. Estos mostraron una alta homologia con la
antocianina aciltransferasa. Se determiné la secuencia de nucleétidos total del ADNc en el clon denominado pTAT7. La
secuencia de nucleétidos se enumera como la SEQ ID NO: 7 y la secuencia de aminoacidos correspondiente se enumera
como la SEQ ID NO: 8.

Después de digerir el pBE2113-GUS (Mitsuhara et al., Plant Cell Physiol. 37, 45-59, 1996) con Sacl, se cortaron los
extremos y se insertd un ligador Xhol de 8 bp (Takara). Se insert6 un fragmento de ADN de aproximadamente 1,7 kb
obtenido mediante la digestion del pTAT7 con BamHI y Xhol en los sitios BamHI y Xhol de este plasmido para obtener el
pSPB120. Después de digerir el pSPB120 con SnaBIl y BamHI, se cortaron los extremos y se realiz6 el enlace para
obtener el pSPB120'". Por otra parte, el plasmido pCGP1961 que contiene el ADNc F3'5'H #18 del pensamiento se digirid
completamente con BamHI y después se digiri6 parcialmente con Xhol para obtener un fragmento de ADN de
aproximadamente 1,8 kb que se recuperd y se ligé con pUE5H digerido anteriormente con BamHI and Xhol, para obtener
el plasmido que se denominé pUEBP40.

Después de digerir el pUEBP40 con SnaBl y BamHI, se cortaron los extremos y se realizé una ligazén para obtener el
PUEBP40'. Este plasmido pUEBP40' se digiri6 parcialmente con Hindlll para obtener un fragmento de ADN de
aproximadamente 2,7 kb que se recuperd y se unié con un fragmento de ADN obtenido mediante digestién parcial del
pSPB120' con Hindlll. De los plasmidos obtenidos, el vector binario que tiene el gen neomicina fosfotransferasa, el gen
F3'5'H #40 del pensamiento y el gen 5AT de Torenia ligados en ese orden en la misma direccion de la secuencia del
borde derecho del vector binario, se denomindé pSPB130 (FIG. 7). Este plasmido se modifica para la expresion
constitutiva del gen F3'5'H #40 del pensamiento y el gen 5AT de Torenia en plantas y la transcripcion especifica de genes
en los pétalos de la flor. El plasmido se transfirio a Agrobacterium tumefaciens Ag10.
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El plasmido pSPB130 (FIG. 7) se transfirié a la variedad de rosa de color violeta claro “Lavande” y se obtuvieron 41
transformantes. La acumulacion de delfinidina se confirmé en 20 de las 32 plantas cuyo pigmento se analizé (tablas 11y
12). El contenido de delfinidina fue de un 71% como maximo (promedio: 36%). El color de la flor se alter6 del 186¢ de la
tabla de colores de la RHS (grupo purpura grisaceo) al 79d (grupo purpura). La proporcién de antocianinas aciladas fue
tan solo de aproximadamente un 30% del total de antocianinas. Tras la medicidn espectral de las antocianinas aciladas,
el alcance méaximo de longitud de onda de absorcion se habia movido hacia la longitud de onda mas larga en 4nm de la
delfinidina 3,5-diglucosida, pero debido a la baja proporcion entre el total de antocianinas, no se logré ningun efecto claro
en el color de la flor.

TABLA 11
No. de Planta | Acilacion (%) |Contenido Del (%)| Del (mg/g) | Cia (mg/g) | M (mg/g) Q (mg/g) K (mg/g)
1 0 9 0,005 0,050 na na na
2 0 11 0,009 0,069 na na na
3 0 10 0,010 0,087 na na na
4 0 22 0,028 0,102 na na na
5 5 51 0,073 0,069 na na na
6 4 57 0,093 0,069 na na na
7 5 48 0,039 0,042 na na na
8 13 0 0,000 0,065 na na na
9 17 9 0,006 0,062 na na na
10 26 0 0,000 0,104 na na na
11 17 67 0,074 0, 036 na na na
12 0 0 0,000 0,131 na na na
13 0 0 0,000 0,083 na na na
14 6 48 0,084 0,092 na na na
15 0 20 0,020 0,081 na na na
16 42 13 0,020 0,131 0,000 0,637 0,020
17 32 36 0,032 0,058 na na na
18 7 0 0,000 0,146 na na na
19 0 0 0,000 0,069 na na na
20 0 0 0,000 0,142 na na na
21 0 0 0,000 0,080 na na na
na: no hubo andlisis/medicion
TABLA 12
No. de Planta | Acilacion (%) | Contenido Del (%) Del (mg/g) Cia(mg/g) | M (mg/g) | Q (mg/g) | K (mg/g)
22 0 0 0,000 0,069 na na na
23 0 0 0,000 0,057 na na na
24 18 4 0,006 0,149 na na na
25 17 4 0,008 0,208 na na na
26 0 0 0,000 0,188 na na na
27 0 0 0,000 0,078 na na na
28 17 67 0,090 0,044 na na na
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No. de Planta | Acilacion (%) | Contenido Del (%) Del (mg/g) Cia(mg/g) | M (mg/g) | Q (mg/g) | K (mg/g)
29 17 71 0,057 0,024 na na na
30 16 40 0,040 0,059 na na na
31 21 70 0,082 0,036 0,305 0,062 0,008
32 18 62 0,066 0,040 na na na

na: no hubo andlisis/medicién

Ejemplo 16. Transferencia del gen'SBl (#40) del pensamiento y el gen antocianina 5

Torenia a WKS100

El plasmido pSPB130 (FIG. 7) se transfiri6 a la variedad de rosa de color violeta claro “WKS100” y se obtuvieron 146
transformantes. La acumulacion de delfinidina se confirmé en 56 de las 63 plantas cuyo pigmento se analizd (tablas 13 -
15). El contenido de delfinidina fue de un 95% como maximo (promedio: 44%). El color de la flor se alter6 del 56d de la
tabla de colores de la RHS (grupo rojo) al 186d (grupo purpura grisaceo). No obstante, no se logré ningun color del grupo

-aciltransferasa de

violeta, grupo violeta-azul o grupo azul de conformidad con la RHSCC y no se pudo obtener la rosa azul diana.

TABLA 13
I:&ﬂ?; Acilacion (%) |Contenido Del (%)| Del (mg/g) | Cia (mg/g) | Pel (mg/g) | M (mg/g) | Q (mg/g) | K (mg/g)

1 20 75 0,036 0,012 0,000 2,944 0,974 0,322
2 16 51 0, 027 0,027 0,000 1,685 1,734 0,512
3 13 50 0,024 0,024 0,000 0,000 1,382 1,912
4 23 50 0,037 0,037 0,000 na na na

5 9 25 0,013 0,033 0,005 na na na

6 10 26 0,034 0,097 0,000 na na na

7 13 65 0,053 0,028 0,000 1,936 1,184 0,760
8 13 65 0,044 0,024 0,000 1,622 1,065 0,562
9 14 62 0,033 0,021 0,000 2,096 1,444 0,710
10 14 95 0,137 0,008 0,000 0,000 0,156 1,097
11 10 62 0,036 0,022 0,000 2,025 1,194 0,799
12 5 59 0,054 0,038 0,000 2,194 1,289 0,783
13 9 43 0,033 0,044 0,000 2,542 1,803 0,734
14 9 50 0,030 0,031 0,000 0,020 1,971 0,741
15 1 70 0,066 0,028 0,000 1,652 1,659 0,867
16 0 20 0,008 0,023 0,008 0,308 2,632 1,463
17 1 63 0,068 0,040 0,000 2,037 2,128 1,554
18 21 51 0,037 0,035 0,000 2,659 1,936 1,002
19 0 0 0,0 00 0,095 0,000 na na na

20 0 0,000 0,037 0,000 na na na

21 23 0,026 0,086 0,003 0,182 4,554 3,083
22 4 71 0,110 0,044 0,000 3,265 1,643 1,341
23 12 65 0,051 0,025 0,002 1,356 0,888 0,387
24 6 58 0,038 0,027 0,000 2,374 2,016 0,809
25 5 52 0,044 0,040 0,000 2,651 2,546 1,108

na: no hubo andlisis/medicion
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TABLA 14

ggnctj: Acilacion(%) |Contenido Del (%) | Del (mg/g) | Cia (mg/g) | Pel (mg/g) | M (mg/g) | Q (mg/g) | K (mg/g)
26 6 64 0,033 0,019 0,000 2,707 1,546 0,605
27 16 0 0, 000 0,041 0,000 na na na
28 16 13 0,007 0,050 0,000 0,249 3,359 1,459
29 12 7 0,007 0,095 0,000 na na na
30 15 9 0,007 0,069 0,000 na na na
31 15 8 0,007 0,081 0,000 na na na
32 7 7 0,007 0,094 0,000 na na na
33 13 10 0,006 0,055 0,000 na na na
34 14 46 0,078 0,090 0,002 na na na
35 7 8 0,007 0,078 0,000 na na na
36 3 48 0,045 0,039 0,010 3,050 2,304 1,326
37 2 39 0,029 0,046 0,000 na na na
38 1 55 0,073 0,059 0,000 1,608 2,138 1,015
39 1 33 0,030 0,063 0,000 na na na
40 2 59 0,050 0,035 3,651 2,727 1,076 2
41 17 15 0,011 0,061 0,000 na na na
42 0 0 0,000 0,048 0,002 na na na
43 3 17 0,009 0,046 0,000 na na na
44 40 32 0,027 0,058 0,000 na na na
45 2 0 0,000 0,031 0,000 na na na
46 2 0 0,000 0,038 0,000 na na na
47 1 8 0,004 0,048 0,000 na na na
48 19 57 0,046 0,034 0,000 2,626 2,165 0,900
49 10 59 0,047 0,032 0,000 1,737 1,901 1,054
50 2 70 0,057 0,024 0,000 1,545 0,880 0,694

na: no hubo andlisis/medicion
TABLA 15
No. de planta | Acilacion (%) | Contenido Del (%) | Del (mg/g) | Cia (mg/g) | Pel (mg/g) | M (mg/g) | Q (mg/g) | K (mg/qg)

51 4 10 0,006 0,056 0,000 na na na
52 16 12 0,006 0,039 0,002 na na na
53 34 84 0,156 0,030 0,000 5,100 1,056 0,511
54 32 89 0,131 0,017 0,000 3,907 0,803 0,431
55 29 89 0,098 0,013 0,000 3,687 0,453 0,226
56 21 83 0,083 0,017 0,000 2,679 0,817 0,431
57 14 8 0,007 0,082 0,000 na na na
58 44 0,034 0,041 0,002 2,258 2,054 0,672
59 51 0,040 0,038 0,000 2,246 2,151 0,765
60 7 0,008 0,111 0,000 na na na
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No. de planta | Acilacion (%) | Contenido Del (%) | Del (mg/g) | Cia (mg/g) | Pel (mg/g) | M (mg/g) | Q (mg/g) | K (mg/g)

61 1 48 0,069 0,073 0,000 1,558 1,730 0,565
62 13 0 0,000 0,036 0,000 na na na
63 16 14 0,005 0,029 0,000 na na na

na: no hubo analisis/medicién

Ejemplo 17. Transferencia del gen F3'5'H (#40) del pensamiento y el gen antocianina 5-aciltransferasa de
Torenia a WKS116

El plasmido pSPB130 (FIG. 7) se transfirié a la variedad de rosa de color violeta claro “WKS116” y se obtuvieron 282
transformantes. La acumulacion de delfinidina se confirmé en 33 de las 36 plantas cuyo pigmento se analiz6 (tablas 16 y
17). El contenido de delfinidina fue de un 80% como maximo (promedio: 73%). El color de la flor se alteré del 196d de la
tabla de colores de la RHS (grupo verde grisaceo) al 186d (grupo purpura grisaceo). No obstante, no se logré ningin
color del grupo violeta, grupo violeta-azul o grupo azul de conformidad con la RHSCC y no se pudo obtener la rosa azul
diana.

TABLA 16
No. de Planta | Acilacion (%) | Contenido Del (%) | Del (mg/g) | Cia (mg/g) | M (mg/g) | Q (mg/g) K (mg/g)
1 1,8 78 0,015 0,004 0,746 0,753 0,507
2 12,7 78 0,097 0,028 1,826 2,352 1,572
3 5,9 78 0,030 0,009 1,000 1,452 0,934
4 0,0 76 0,030 0,010 0,813 0,990 0,480
5 2,6 72 0,038 0,015 1,279 1,835 0,832
6 0,0 72 0,019 0,007 0,839 0,983 0,642
7 3,1 75 0,033 0,011 1,131 1,476 0,877
8 1,9 75 0,028 0,009 0,761 0,977 0,466
9 2,6 76 0,034 0,011 na na na
10 2,7 73 0,031 0,011 na na na
11 4,4 77 0,033 0,010 1,001 1,003 0,618
12 7,0 74 0,035 0,012 0,849 0,945 0,577
13 9,3 74 0,025 0,009 na na na
14 3,2 80 0,044 0,011 1,045 0,959 0,545
15 4,5 75 0,031 0,010 1,115 1,256 0,729
16 10,5 71 0,028 0,012 1,055 1,155 0,670
17 1,7 51 0,016 0,016 0,330 1,537 1,052
18 10,5 77 0,112 0,033 2,008 2,976 2,216
19 0,0 0 0,000 0,010 na na na
20 0,0 30 0,007 0,015 na na na
21 na 56 0,013 0,010 0,197 1,960 1,463
22 4,4 47 0,006 0,007 na na na
23 3,6 77 0,026 0,008 na na na
na: no hubo andlisis/medicién
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TABLA 17
';I(;n(iz Acilacion(%) | Contenido Del (%) | Del (mg/g) Cia(mg/g) | M (mg/g) | Q (mg/g) K (mg/g)
24 7,2 82 0,028 0,006 1,295 1,272 0,805
25 3,5 83 0,035 0,007 na na na
26 17,4 26 0,009 0,025 na na na
27 39,3 91 0,101 0,010 3,499 0,563 0,178
28 28,2 85 0,047 0,005 na na na
29 0,0 0 0,000 0,025 na na na
30 10,4 89 0,092 0,012 na na na
31 1,9 0 0,000 0,036 na na na
32 5,8 76 0,027 0,009 na na na
33 16,8 88 0,066 0,009 na na na
34 10,5 87 0,103 0,015 na na na
35 13,7 38 0,021 0,034 na na na
36 18,3 95 0,051 0,003 na na na
na: no hubo andlisis/medicién

Ejemplo 18. Transferencia del gen F35'H (#40) del pensamiento y el gen antocianina 5 -aciltransferasa de

Torenia a WKS124

El plasmido pSPB130 (FIG. 7) se transfirié a la variedad de rosa de color anaranjado claro “WKS124" y se obtuvieron
0,50 transformantes. La acumulacién de delfinidina se confirmé en 13 de las 15 plantas cuyo pigmento se analizé (tablas
18). El contenido de delfinidina fue de un 95% como maximo (promedio: 82%). El color de la flor se alteré del 52d de la
tabla de colores de la RHS (grupo rojo) al 71c (grupo purpura grisaceo). No obstante, no se logrd ningin color del grupo

violeta, grupo violeta-azul o grupo azul de conformidad con la RHSCC y no se pudo obtener la rosa azul diana.

TABLA 18
ﬁl‘?d'n‘fg Acilacion(%) | Contenido Del (%)| Del (mg/g) | Cia (mglg) | Pel (mg/g) | M (mglg) |Q (mg/g)| K (mglg)
1 0,6 0 0,000 0,013 0,069 na na na
2 35,5 75 0,256 0,051 0,034 0,066 0,093 1,190
3 43,0 78 0,385 0,068 0,041 0,039 0,046 1,197
4 44,2 85 0,811 0,120 0,028 0,106 0,094 1,021
5 na 86 0,907 0,123 0,024 0,219 0,066 0,852
6 4,6 0 0,000 0,023 0,075 na na na
7 7,9 90 1,498 0,169 0,008 0,905 0,143 0,679
8 8,4 90 1,403 0,146 0,008 0,971 0,145 0,827
9 26,7 88 0,521 0,066 0,003 0,623 0,108 0,853
10 21,9 89 0,504 0,058 0,003 0,636 0,098 0,727
11 26,0 85 0,928 0,145 0,019 0424 | 0,152 0,455
12 3,8 95 1,017 0,058 0,000 1,161 0,140 0,262
13 11,6 84 0,939 0,156 0,025 0,748 0,128 0,262
14 38,5 69 0,166 0,071 0,007 0,000 0,059 0,776
15 27,1 55 0,137 0,040 0,074 0,000 0,021 2,330

na: no hubo analisis/medicion
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Ejemplo 19. Transferencia del gen F3'5'H (#40) del pensamiento y el gen antocianina 5-aciltransferasa de
Torenia a WKS132

El plasmido pSPB130 (FIG. 7) se transfirié a la variedad de rosa de color rojo fuerte “WKS132" y se obtuvieron 24
transformantes. La acumulacion de delfinidina se confirmé en 6 de las 7 plantas cuyo pigmento se analizé (tablas 19). El
contenido de delfinidina fue de un 43% como maximo (promedio: 12%). El color de la flor se alter6 del 57a de la tabla de
colores de la RHS (grupo rojo-purpura) al 66a (grupo rojo-purpura). No obstante, no se logré ningin color del grupo
violeta, grupo violeta-azul o grupo azul de conformidad con la RHSCC y no se pudo obtener la rosa azul diana.

TABLA 19
No. de Planta | Acilacion(%) | Contenido Del (%) | Del (mg/g) | Cia (mg/g) | Pel (mg/g)
1 1,8 0,4 0,008 1,872 0,009
2 1,0 0,0 0,000 1,409 0,010
3 21,3 11,4 0,237 1,841 0,007
4 6,8 42,5 0,461 0,619 0,006
5 7,6 9,5 0,204 1,936 0,011
6 na 0,016 1,3 1,227 0,007
7 23,7 54 0,081 1,407 0,005

Ejemplo 20. Transferencia del gen ‘5Bl (#40) del pensamiento y el gen antocianina 5-aciltransferasa de
Torenia a WKS133

El plasmido pSPB130 (FIG. 7) se transfirié a la variedad de rosa de color rojo-violeta oscuro “WKS133” y se obtuvieron
16 transformantes. La acumulacion de delfinidina se confirmd en las ocho plantas cuyo pigmento se analiz6 (tabla 20). El
contenido de delfinidina fue de un 34% como maximo (promedio: 11%). El color de la flor se alter6 del 53a de la tabla de
colores de la RHS (grupo rojo) al 61a (grupo rojo-purpura). No obstante, no se logré ningln color del grupo violeta, grupo
violeta-azul o grupo azul de conformidad con la RHSCC y no se pudo obtener la rosa azul diana.

TABLA 20

No. de Planta | Acilacion (%) Conte((r;go Del (n?ge/lg) (n?glj?g) Pel (mg/g) (nF:;Z:]) M (mg/g) |Q (mg/g) | K (mg/g)
1 10,3 23,7 1,322 4,253 0,009 0,004 0,691 0,792 0,133
2 11,8 33,8 1,192 2,324 0,005 0,003 0,621 0,422 0,093
3 6,1 12,9 0,009 0,060 0,000 0,000 0,102 0,500 0,048
4 3,8 9,1 0,363 3,627 0,005 0,008 na na na
5 15,8 2,0 0,078 3,774 0,009 0, 000 0,045 0,939 0,472
6 115 2,7 0,135 4,771 0,011 0,005 0,046 0,576 0,034
7 13,3 3,0 0,180 5,800 0,009 0,009 0,100 0,937 0,179
8 12,2 3,5 0,161 4,470 0,009 0,009 0,068 0,738 0,148

na: no hubo andlisis/medicién

Ejemplo 21. Transferencia del gen '%Bl (#40) del pensa miento y el gen antocianina 5-aciltransferasa de
Torenia a WKS137

El plasmido pSPB130 (FIG. 7) se transfirid a la variedad de rosa de color rojo-violeta oscuro “WKS137” y se obtuvieron
20 transformantes. La acumulacion de delfinidina se confirmé en las 17 plantas cuyo pigmento se analizé (tabla 21). El
contenido de delfinidina fue de un 1,3% como maximo (promedio: 0,4%). No se observé ninguna alteracién en el color de
la flor con respecto al color 61b de la tabla de colores (grupo rojo-purpura).
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TABLA 21
No. de Planta [Acilacion (% ) Conte(g/:;o Del Del (mg/g) | Cia (mg/g) (r:gellg) (nl::gj/(z:]) (m'\g;/g) (m(g/g) K (mg/g)
1 0,5 0,3 0,008 2,821 0,037 0,000 na na na
2 0,8 0,3 0,010 3,384 0,051 0,000 na na na
3 0,4 0,3 0,005 1,982 0,014 0,000 na na na
4 0,6 0,2 0,008 3,344 0,057 0,000 na na na
5 0,7 0,4 0,011 3,145 0,035 0,000 na na na
6 0,7 1,3 0,025 2,919 0,040 0,003 na na na
7 0,4 0,3 0,008 2,820 0,045 0,000 na na na
8 0,5 0,4 0,010 2,467 0,042 0,000 na na na
9 0,7 0,2 0,010 3,836 0,024 0,000 na na na
10 0,1 0,5 0,008 1,743 0,016 0,000 na na na
11 0,7 0,4 0,011 2,593 0,027 0,003 na na na
12 0,6 0,3 0,007 2,393 0,022 0,000 0,048 | 3,026 2,812
13 1,4 0,2 0,009 3,756 0,065 0,000 na na na
14 0,7 0,4 0,008 2,149 0,024 0,001 na na na
15 0.8 0,5 0, 007 2,281 0,041 0,000 na na na
16 0,5 0,5 0,007 1,314 0,014 0,000 na na na
17 1,0 0,2 0,007 2,892 0,051 0,000 na na na
na: no hubo andlisis/medicién

Ejemplo 22. Transferencia del gen F3'5'H (#40) del pensamiento y el gen antocianina 5-aciltransferasa de
Torenia a WKS140

El plasmido pSPB130 (FIG. 7) se transfirid a la variedad de rosa de color violeta claro “WKS140” y se obtuvieron 197
transformantes. La acumulacién de delfinidina se confirmé en 37 de las 45 plantas cuyo pigmento se analizé (tablas 22 y
23). El contenido de delfinidina fue de un 94% como méaximo (promedio: 47%). El color de la flor se alteré del 186d de la
tabla de colores de la RHS (grupo purpura grisaceo) al 79d (grupo purpura). No obstante, no se logré ningun color del
grupo violeta, grupo violeta-azul o grupo azul de conformidad con la RHSCC y no se pudo obtener la rosa azul diana.

TABLA 22
No. de Planta | Acilacion (%) |Contenido de Del (%)| Del (mg/g) | Cia (mg/g) | M (mg/g) | Q (mg/g) | K (mg/g)
1 3,5 0,0 0,000 0,090 na na na
2 2,5 0,0 0,000 0,093 0,096 2,429 0,246
3 5,5 63,5 0,061 0,035 0,688 1,090 0,106
4 13,2 17,7 0,013 0,059 na na na
5 5,4 11,6 0,017 0,129 na na na
6 3,6 12,3 0, 011 0,078 na na na
7 13,6 11,7 0,009 0, 069 na na na
8 4,1 22,3 0,012 0,041 0,0 57 1,950 0,492
9 3,3 0,0 0,000 0,071 na na na
10 2,6 18,6 0,017 0,076 na na na
11 4,2 18,6 0,012 0,052 0,130 3,101 1,172
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No. de Planta | Acilacion (%) |Contenido de Del (%)| Del (mg/g) | Cia (mg/g) | M (mg/g) | Q (mg/g) | K (mg/g)
12 6,5 25,0 0,026 0,079 0,251 2,300 0,592
13 1,3 0,0 0,000 0,0 62 0,000 2,200 0,552
14 22,7 85,4 0,261 0,045 1,649 0,943 0,126
15 20,9 57,4 0,093 0,069 0,481 1,418 0,182
16 16,4 39,9 0,052 0,078 na na na
17 15,2 50,8 0,074 0,072 na na na
18 6,1 22,6 0,036 0,111 0,148 2,152 0,279
19 2,7 0,0 0, 000 0,033 na na na
20 9,1 52,6 0,041 0, 037 na na na
21 4,4 46,2 0,075 0,087 na na na
22 8,5 34,7 0,040 0,075 0,195 1,847 0,394
23 11,0 30,9 0,018 0,040 0,155 1,106 0,142
24 13,4 46,8 0,056 0,063 na na na
25 2,8 51 0,006 0,107 na na na

na: no hubo analisis/medicion
TABLA 23
No. de Planta | Acilacién(%) |Contenido de Del (%) | Del (mg/g) | Cia (mg/g) M (mg/g) | Q (mg/g) | K (mg/g)
26 4,1 6,8 0,007 0,098 na na na
27 31,4 93,4 0,252 0,018 1,434 0,361 0,052
28 13,4 86,7 0,101 0,016 1,237 1,740 0,499
29 32,3 94,2 0,200 0,012 0,862 0,131 0,029
30 13,0 89,7 0,176 0,020 0,553 0,289 0,026
31 12,3 87,1 0,150 0,022 1,007 0,674 0,135
32 6,7 9,9 0,009 0,086 na na na
33 11,5 67,4 0,108 0,052 na na na
34 5,0 11,2 0,014 0,110 0,074 2,588 0,659
35 12,5 79,7 0,088 0,022 1,192 1,185 0,574
36 15,0 83,4 0,065 0,013 1,478 1,147 0,570
37 1,8 0,0 0,000 0,068 na na na
38 1,3 44,3 0,105 0,132 0,582 3,259 1,232
39 2,5 73,6 0,114 0,041 na na na
40 14,0 85,3 0,165 0,028 1,881 1,035 0,180
41 0,5 4,3 0,006 0,144 na na na
42 9,9 53,3 0,040 0,035 0,373 1,038 0,164
43 33,5 87,4 0,275 0, 040 1,851 0,701 0,148
44 1,3 0,0 0,000 0,073 na na na
45 15 0,0 0,000 0,062 na na na

na: no hubo analisis/medicién
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Ejemplo 23. Transferencia del gen F3'5'H (#40) del pensamiento y el gen antocianina 5-aciltransferasa de

Torenia a WKS77

El plasmido pSPB130 (FIG. 7) se transfiri6 a la variedad de rosa de color rojo-purpura oscuro “WKS77” y se obtuvieron
35 transformantes. La acumulacion de delfinidina se confirm6 en las 17 plantas cuyo pigmento se analiz6 (tabla 24). El
contenido de delfinidina fue de un 57% como maximo (promedio: 33%). El color de la flor se alteré del 57a de la tabla de
colores de la RHS (grupo rojo-purpura) al 71a (grupo rojo-purpura). No obstante, no se logré ningin color del grupo

violeta, grupo violeta-azul o grupo azul de conformidad con la RHSCC y no se pudo obtener la rosa azul diana.

TABLA 24
No. de Planta Aci(l;)c)ién Conten(igg; de Del Del (mg/g) (rr%?g) Pel (mg/g) | M (mg/g) | Q (mg/g) | K (mg/qg)

1 6,2 42,5 1,153 1,552 0,008 0,484 0,679 0,196
2 7,6 38,6 0,618 0,979 0,005 0,267 0,465 0,094
3 3,9 404 0,706 1,030 0,011 1,266 1,768 0,722
4 2,0 46,9 0,372 0,417 0,004 0,363 0,608 0,276
5 54 40,6 0,540 0,784 0,00 5 1,077 1,809 0,645
6 2,0 44,7 1,078 1,325 0,009 0,516 1,034 0,382
7 2,1 46,5 0,398 0, 453 0,005 0,353 0,792 0,569
8 5,8 39,7 0,647 0,980 0,005 0,425 0,706 0,183
9 4,7 40,0 0,844 1,268 0,000 0,310 0,76 4 0,199
10 7,6 39,7 1,345 2,033 0,009 0,350 0,635 0,119
11 14,1 2,9 0,068 2,274 0,013 na na na

12 12,8 6,9 0,126 1,688 0,009 na na na

13 12,7 4,2 0,109 2,468 0,012 0,060 1,541 0,366
14 20,9 13,0 0,704 2,669 0,000 0,407 2,502 0,694
15 19,3 43,5 1,011 1,308 0,007 0,357 0,843 0,276
16 19,6 6,1 0,092 1,414 0,010 0,120 1,740 0,477
17 22,8 56,6 1,0 68 0,814 0,004 0,604 0,503 0,126

na: no hubo analisis/medicion

Ejemplo 24. Transferencia del gen F3'5'H (#40) del pensamiento y el gen antocianina 5-aciltransferasa de

Torenia a WKS82

El plasmido pSPB130 (FIG. 7) se transfirio a la variedad de rosa de color violeta claro “WKS82" y se obtuvieron 89
transformantes. La acumulacion de delfinidina se confirmé en las 44 plantas cuyo pigmento se analiz6 (tablas 25y 26). El
contenido de delfinidina fue de un 91% como maximo (promedio: 49%). El color de la flor se alteré del 186d de la tabla de
colores de la RHS (grupo purpura grisaceo) al 80c (grupo purpura-violeta). No obstante, no se logré ningun color del
grupo violeta, grupo violeta-azul o grupo azul de conformidad con la RHSCC y no se pudo obtener la rosa azul diana.

TABLA 25
No. de Planta AC'(I;JC;O” Conten(l((;;)) de Del Del (mg/g) | Cia (mg/g) | Pel (mg/g) | M (mg/g) | Q (mg/g) | K (mg/g)
1 10,5 52,3 0,055 0,050 0,000 0,430 0,883 0,083
2 15,9 62,5 0,091 0,054 0,000 0,570 0,549 0,030
3 15,9 36,6 0,044 0,076 0,000 0,6 22 2,221 0,102
4 6,8 40,0 0,023 0,034 0,000 0,247 0,986 0,172
5 15,0 82,9 0,087 0,018 0,000 5,451 0,403 0,042
6 na 89,7 0,072 0,008 0,000 0,853 0,163 0,062
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No. de Planta ACi('gjoc)ié” Conte”(if,j/s’) de Del | hol (mglg) | Cia (mglg) | Pel (mg/g) | M (mg/g) | Q (my/g) | K (my/g)
7 9,5 89,5 0,101 0,012 0,000 0,719 0,144 0,019
8 14,7 11,4 0,012 0,090 0,000 na na na
9 11,6 29,3 0,024 0,059 0,000 na na na
10 8,7 15,2 0,010 0,053 0,000 na na na
11 7,9 59,0 0,04 6 0,032 0,000 0,580 0,619 0,022
12 8,5 55,6 0,060 0,048 0,000 1,318 1,615 0,165
13 13,9 423 0,026 0,035 0,000 0,6 03 1,094 0,052
14 10,1 10,3 0,008 0,073 0,000 na na na
15 10,6 18,8 0,018 0,079 0,000 na na na
16 9,3 11,7 0,009 0,066 0,000 na na na
17 14,3 76,2 0,112 0,035 0,000 3,741 1,587 0,377
18 12,7 76,7 0,101 0,031 0,000 1,608 0,656 0,075
19 9,8 71,7 0,057 0,022 0,000 1,403 0,455 0,041
20 5,3 14,1 0,011 0,068 0,000 0,132 2,999 0,720
21 3,5 18,5 0,008 0,035 0,000 na na< /td> na
22 7,7 23,1 0,017 0,055 0,000 0,141 0,929 0,034
23 5,4 19,0 0,015 0,065 0,000 0,297 4,128 1,350

na: no hubo andlisis/medicion
TABLA 26
No. de Planta Aci(l(z)a@c)ién Conten(i(c;)o) de Del Del (mg/g) | Cia (mg/g) | Pel (mg/g) | M (mg/g) | Q (mg/g) | K (mg/g)
24 11 42,1 0,0 36 0,050 0,000 0,609 2,929 0,679
25 22,7 91,0 0,079 0,008 0,000 0,964 0,218 0,018
26 6,1 61,3 0,048 0,030 0,000 0, 490 0,468 0,029
27 8,7 91,3 0,097 0,009 0,000 2,053 0,339 0,123
28 9,4 59,9 0,060 0,040 0,000 1,537 1,631 0,422
29 5,5 51,2 0,040 0,0 38 0,000 0,688 0,723 0,038
30 51 61,4 0,056 0,032 0,003 0,637 0,537 0,087
31 7,0 53,3 0,037 0,032 0,000 0,706 1,0 32 0,051
32 5,7 58,1 0,071 0,051 0,000 1,592 1,478 0,220
33 4,3 64,6 0,092 0,050 0,000 0,849 0,753 0,035
34 6,4 61,7 0,042 0,026 0,00 0 0,477 0,468 0,023
35 8,9 58,8 0,048 0,034 0,000 0,646 0,928 0,063
36 6,2 11,6 0,007 0,057 0,000 0,094 1,132 0,06 6
37 7,1 51,2 0,038 0,036 0,000 0,911 1,135 0,079
38 5,8 50,8 0,029 0,028 0,000 0,868 1,105 0,096
39 5,5 47,0 0,027 0,023 0,007 1,366 1,632 0,105
40 4,9 67,0 0,044 0,022 0,000 0,795 0,586 0,051
41 na 61,1 0,053 0,033 0, 000 1,310 1,466 0,259
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No. de Planta ACI(I;::)Ion Conten(lcc;)c; de Del Del (mg/g) | Cia (mg/g) | Pel (mg/g) | M (mg/g) | Q (mg/g) | K (mg/g)
42 9,6 71,0 0,074 0,030 0,000 0,460 0,337 0,023
43 12 27,6 0,009 0,024 0,000 na na na
44 5,2 13,8 0,013 0,078 0,000 na na na

na: no hubo andlisis/medicién

Ejemplo 25. Transferencia del gen F3'5'H (#40) del pensamiento y el gen antocianina 5-aciltransferasa de
Torenia a WKS91

El plasmido pSPB130 (FIG. 7) se transfirié a la variedad de rosa de color anaranjado claro “WKS91” y se obtuvieron 10
transformantes. La acumulacion de delfinidina se confirmé en solamente una de las dos plantas cuyo pigmento se analizé
(tabla 27). El contenido de delfinidina fue de un 2% como méaximo. No se observé ninguna alteracion en el color de la flor
con respecto al color 43c (grupo rojo) de la tabla de colores de la RHS.

TABLA 27

No. de Planta | Acilacion(%) | Contenido Del (%) | Del (mg/g) | Cia (mg/g) Pel (mg/g)

1 0,7 0,0 0,000 0,090 0,307
2 0,0 1,8 0,006 0,040 0,295

Ejemplo 26. Expresién del gen F3'5'H (#40) del pensamiento y el gen DFR del lirio y supresiéon del gen DFR
enddgeno de larosa en Lavande

Se obtuvo el ARN de los pétalos de la flores cortadas del lirio azul y se prepard el poliA"ARN a partir de estos. Se
preparé una biblioteca de ADNc a partir del poliA"ARN con AZAPII (Stratagene) como vector, mediante el uso de un kit de
preparacion de biblioteca de ADNc (Stratagene) de conformidad con el protocolo recomendado del fabricante. El
fragmento de gen DFR del lirio se prepar6 mediante el mismo procedimiento que se utilizé para obtener el fragmento de
gen DFR de la genciana (Tanaka et al, Plant Cell Physiol, 37, 711-716 1996).

El fragmento de ADN obtenido de aproximadamente 400 bp se recuperé con el gen Clean de conformidad con el
protocolo recomendado del fabricante y se subcloné en el pCR-TOPO. La determinacién de la secuencia de nucleétidos
reveld una secuencia homologa al gen DFR de la rosa. El fragmento de ADN se utiliz para el andlisis de la biblioteca de
ADNC del lirio y se obtuvo el ADNc del DFR del lirio que incluye la secuencia de aminoacidos de longitud completa. Se
determind la secuencia total de nucleotidos del ADNc en el clon denominado pSPB906. La secuencia de nucleétidos se
enumera como la SEQ ID NO: 9 y la secuencia de aminoacidos correspondiente se enumera como la SEQ ID NO: 10.

A continuacién, se ligé un fragmento de ADN de aproximadamente 3,9 kb obtenido mediante la digestién del pSPB580
con BamHI y Xhol, con un fragmento de ADN de aproximadamente 1,5 kb obtenido mediante la digestion del pSPB906
con BamHI y Xhol y el plasmido obtenido se denominé pSPB909.

Se prepar6 un vector para la transcripcién del ARN bicatenario para el ADNc del DFR de la rosa en plantas de la
siguiente forma. Un fragmento de ADN de aproximadamente 3,5 kb (que incluye el promotor Macl, el ADNc del DFR de
la rosa y el terminador mas) obtenido mediante la digestion parcial del pCGP1364 (Tanaka et al., Plant Cell Physiol,
(1995) 36, 1023-1031) con Pstl se insertd en el sitio Pstl del pUC19 (Yanisch-Perron C et al., Gene 33:103-119, 1985)
para obtener los plasmidos, entre los cuales un plasmido con el sitio Hindlll del pUC19 cerca del promotor Macl se
denominé pCGP1394.

A continuacion, se ligd un fragmento de ADN de aproximadamente 1,4 kb obtenido mediante la digestion del pCGP1394
con Hindlll y Sacll, con un fragmento de ADN de aproximadamente 1,9 kb obtenido mediante la digestion del pCGP1394
con Pstl, el corte de los extremos y la digestidn adicional con Sacll y con un fragmento de vector binario obtenido
mediante la digestién del pBinPLUS con Sacl, el corte de los extremos y la digestién adicional con Hindlll, para obtener
pSPB185. El plasmido pSPB185 se digirié con Xbal, se cortd y se ligé con un ligador Sall para obtener el pSPB521. Un
fragmento de ADN de aproximadamente 700 bp obtenido mediante la digestion del pUE6 con Hindlll y BamHI se ligo con
un fragmento de ADN de vector binario obtenido mediante la digestion del pSPB521 con Hindlll y Sacl y con un
fragmento del gen GUS obtenido mediante la digestion del pE2113 con BamHI y Sacl, para obtener pSPB528.

El plasmido pSPB528 es un vector binario que tiene un gen estructural insertado entre el promotor 35S del virus del
mosaico de la coliflor que contiene potenciador y el terminador de manopina sintasa, que se expresa en plantas.
Asimismo, para acortar la secuencia no traducida del extremo 5’ del ADNc del DFR de la rosa en pCGP645, el plasmido
pCGP645 se digirid con Smal y Pvul, se cortd y se volvié a ligar para obtener el pPCGP645s.
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La secuencia del extremo 5 del ADNc del DFR de la rosa se obtuvo mediante amplificaciéon por PCR con el uso del
pCGP645s como plantila 'y un cebador inverso y el ' cebador sintético RDF310 (5-
CCCTCGAGCCCTTGATGGCCTCGTCG-3') (SEQ ID NO: 19) como cebadores y se clon6 en el pCRTOPO. Se
determind la secuencia de nucleétidos del ADN y se confirmé la ausencia de errores mediante PCR. Este plasmido se
denominé pSPB569. Asimismo, la secuencia del extremo 5del ADNc del DFR de la rosa con una longitud diferente se
obtuvo por amplificacion mediante el uso del pCGP645s como plantilla y un cebador inverso y el cebador sintético
RDF830 (5-GGGTCGACGCGGCCCTCTGCTTTCGG-3') (SEQ ID NO: 20) como cebadores y se cloné en el pPCRTOPO.
Se determiné la secuencia de nucledtidos del ADN y se confirmé la ausencia de errores mediante PCR.

Este plasmido se denomind pSPB570. Se ligd un fragmento de ADN del vector binario obtenido mediante la digestion del
pSPB528 con BamHI y Sacl y un fragmento de ADN de aproximadamente 0,3 kb obtenido mediante la digestién del
pSPB569 con Sacl y Xhol, con un fragmento de ADN obtenido mediante la digestion del pSPB570 con BamHI y Sall,
para obtener el pSPB572. Este vector se disefid para la transcripcion del ARN bicatenario para el ADNc del DFR de la
rosa en plantas.

El plasmido pUE6 se digiri6 con Sacl y se corté y el ligador Sall se insertd6 para obtener el pUE8. Se introdujo un
fragmento de ADN obtenido mediante la digestion del pUE8 con Hindlll y EcoRI en los sitios Hindlll y EcoRI del
pBIinPLUS para obtener el plasmido pSPB189. Se ligé un fragmento de ADN de aproximadamente 3,7 kb obtenido
mediante la digestion del pSPB189 con BamHI y Sall, con un fragmento de ADN de aproximadamente 1,8 kb obtenido
mediante la digestion completa del pCGP1961 con BamHI seguida por la digestion parcial con Xhol, para obtener el
plasmido pSPB567. Después de la digestion del Pacl y el tratamiento de desfosforilacion del pSPB572, se ligd con un
fragmento de ADN de aproximadamente 2,8 kb obtenido mediante la digestién del pPSPB567 con Pacl y se seleccioné un
plasmido con transcripcion del gen nptll y el gen F3'5'H #40 del pensamiento en la misma direccion y se denomino
pSPB905.

Después de la digestion del Ascl y el tratamiento de desfosforilacion del pSPB905, se ligd con un fragmento de ADN de
aproximadamente 2,5 kb obtenido mediante la digestion del pSPB909 con Ascl y se selecciond un plasmido con
transcripcion del gen DFR del lirio en la misma direccién en la que se obtuvo el gen nptll y se denomin6 pSPB919 (FIG.
8). Se espera que este plasmido permita la transcripcion del gen DFR del lirio y el gen F3S'H #4 0 del pensamiento en la
rosa, al tiempo que suprima la expresién del gen DFR de la rosa debido a la transcripcion del ARN bicatenario. El
plasmido se transfirié a Agrobacterium tumefaciens Ag10.

El plasmido pSPB919 (FIG. 8) se transfirid a la variedad de rosa de color violeta claro “Lavande” y se obtuvieron 87
transformantes. La acumulacion de delfinidina se confirmé en 31 de las 38 plantas cuyo pigmento se analizé (tablas 28 y
29). El contenido de delfinidina fue de un 100% como maximo (promedio: 76%). El color de la flor se alter6 del 186¢ de la
tabla de colores de la RHS (grupo purpura grisaceo) al 85a,b (grupo violeta).

Se extrajo el ARN de los pétalos de la rosa de la misma forma que se explico anteriormente y después de separar el ARN
mediante la electroforesis en gel de azarosa, se transfirié al Hybond N (Amersham) (por ejemplo, Tanaka et al., 1995). El
ARNmM se detectd mediante el uso de un kit DIG Northern Starter (Roche) con el protocolo recomendado del fabricante. El
ARNmM del DFR de la rosa se detectdé mediante el uso del pCGP645 (Tanaka et al., Plant Cell Physiol. 36, 1023-1031,
1995) como plantilla y un cebador T7 de transcripcion como sonda.

La deteccion del ARNm del pensamiento #40 se logré mediante el uso del pPCGP1961 como plantilla y un cebador T7 de
transcripcion como sonda. La deteccion del ARNm del DFR del lirio se logré mediante el uso del pSPB906 como plantilla
y un cebador T7 de transcripcion como sonda. Se detectaron los genes F3'5'H #40 del pensamiento y DFR del lirio en las
rosas con alteracion de color. Por otra parte, el ARNm del DFR de la rosa se redujo de forma significativa en
comparacion con el huésped y se detecté una banda en la posicion de bajo peso molecular, lo que indicé la
descomposicién del ARNm del DFR de la rosa.

TABLA 28
No. de Planta | Contenido Del (%) | Del (mg/g) | Cia (mg/g) | M (mg/g) Q (mg/g) K (mg/g)

1 0,0 0,000 0,105 0,036 0,856 0,038
2 0,0 0,000 0,125 na na na

3 0,0 0,000 0,091 0,023 0,851 0,101
4 0,0 0,000 0,116 0,000 1,336 0,087
5 0,0 0,000 0,048 na na na

6 88,5 0,086 0,011 1,626 1,187 0,411
7 90,8 0,089 0,009 0,797 1,548 0,087
8 84,0 0,046 0,009 0,163 0,6 99 0,016
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No. de Planta | Contenido Del (%) | Del (mg/g) | Cia (mg/g) | M (mg/g) Q (mg/g) K (mg/g)
9 87,8 0,0 62 0,009 0,193 0,760 0,022
10 89,3 0,072 0,009 0,210 0,575 0,033
11 91,5 0,049 0,005 0,398 0,805 0,050
12 91,5 0,032 0,003 0,100 0,811 0,014
13 85,7 0,040 0,007 0,092 0,497 0,012
14 64,9 0,040 0,021 0,263 0,327 0,015
15 88,3 0,041 0,005 na na na
16 66,4 0,011 0,006 0,036 1,221 0,030
17 79,7 0,008 0,002 0,030 0,765 0,009
18 100,0 0,010 0,000 0,048 1, 343 0,067
19 95,9 0,040 0,002 0,159 0,136 0,004
20 65,4 0,016 0,008 0,090 1,244 0,048
21 18,8 0,011 0,049 0,048 0,855 0,020
22 0,0 0,000 0,110 0,000 1,274 0,079
23 0,0 0,000 0,140 0,000 1,952 0,200
na: no hubo andlisis/medicién
TABLA 29
No. de Planta | Contenido Del (%) Del (mg/g) Cia (mg/g) | M (mg/qg) Q (mg/g) K (mg/g)

24 41,4 0,102 0,144 0,265 0,417 0,015

25 34,3 0,042 0,081 0,16 7 0,429 0,024

26 34,6 0,023 0,043 na na na

27 41,4 0,082 0,116 0,232 0,385 0,019

28 37,7 0,046 0,076 0,254 0,429 0,018

29 36,1 0,032 0,057 0,151 0,235 0,042

30 97,2 0,052< /td> 0,002 0,208 0,088 0,004

31 93,0 0,038 0,003 0,347 0,137 0,007

32 98,2 0,101 0,002 0,339 0,258 0,029

33 91,3 0,039 0,004 na na na

34 91,9 0,041 0,004 0,332 0,120 0,007

35 96,8 0,052 0,002 na na na

36 96,7 0,084< /td> 0,003 0,342 0,168 0,010

37 88,0 0,014 0,002 0,076 1,000 0,029

38 84,5 0,016 0,003 0,074 1,121 0,025

na: no hubo andlisis/medicién
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Ejemplo 27. Expresién del gen F35'H (#40) del pensamie nto y el gen DFR de Nierembergia y supresion del gen
DFR enddgeno de larosa en Lavande

El ARN se obtuvo a partir de los pétalos del cultivar Nierembergia hybrida, Fairy Bell Patio Light Blue (Suntory Flowers
Co., Ltd,) y el poliA’ARN se prepar6 a partir de estos. Se prepard una biblioteca de ADNc a partir del poliA’ARN con
MAPIl (Stratagene) como vector, mediante el uso de un kibtelessde biblioteca de ADNc (Stratagene) de
conformidad con el protocolo recomendado del fabricante. La biblioteca de ADNc se analizé mediante el uso del ADNc de
DFR de la petunia marcado con DIG (del pCGP1405).

Las condiciones de andlisis fueron de conformidad con el procedimiento de hibridacién de placas mediante el uso de un
sistema de marcado con DIG, de conformidad con el protocolo recomendado del fabricante. No obstante, la
concentracion de formaldehido fue de un 30% para la prehibridacién y las soluciones amortiguadoras de hibridacion y la
hibridacion se llevd a cabo durante la noche a 37°C. La membrana se lavé a 55° C, en 5xSSC que contenia SDS al 1%.
Los plasmidos se recuperaron de 20 placas entre las numerosas sefiales positivas y se determinaron sus secuencias de
nucledtidos mediante el uso de un cebador inverso (Takara). Estos mostraron una alta homologia con los genes DFR de
otras plantas incluida la petunia. Se determiné la secuencia total de nucleétidos del ADNc en el clon denominado
pSPB709. La secuencia de nucleétidos se enumera como la SEQ ID NO: 11 y la secuencia de aminoacidos
correspondiente se enumera como la SEQ ID NO: 12.

Un fragmento de ADN de aproximadamente 3,9 kb obtenido mediante la digestion del pSPB580 con BamHI y Xhol se ligd
con un fragmento de ADN de aproximadamente 1,5 kb obtenido mediante la digestién del pSPB709 con BamHI y Xhol
para obtener el plasmido pSPB910. Después de la digestion del Ascl y el tratamiento de desfosforilacion del pSPB910, se
ligé con un fragmento de ADN de aproximadamente 2,5 kb obtenido mediante la digestion del pSPB910 con Ascl y se
obtuvo un plasmido con transcripcion del gen DFR de Nierembergia en la misma direccion en la que se obtuvo el gen
nptll que se denomind pSPB920 (FIG. 9). Se espera que este plasmido permita la transcripcion del gen DFR de
Nierembergia y el gen F3'S'H #40 del pensamiento en la rosa, al tiempo que suprima la expresion del gen DFR de la rosa
debido a la transcripcion del ARN bicatenario. El plasmido se transfiri6 a Agrobacterium tumefaciens Ag10.

El plasmido pSPB920 (FIG. 9) se transfirié a la variedad de rosa de color violeta claro “Lavande” y se obtuvieron 56
transformantes. La acumulacién de delfinidina se confirmé en 23 de las 24 plantas cuyo pigmento se analiz6 (tablas 30).
El contenido de delfinidina fue de un 100% como maximo (promedio: 43%). El color de la flor se alter6 del 186¢ de la
tabla de colores de la RHS (grupo purpura grisaceo) al 85b (grupo violeta).

TABLA 30
No. de Planta |Contenido Del (%)| Del (mg/g) Cia (mg/g) | M (mg/g) Q (mg/g) K (mg/g)
1 69,5 0,025 0, 002 0,081 2,265 0,066
2 85,4 0,024 0,004 0,114 1,355 0,032
3 71,8 0,006 0,002 0,043 0,781 0,027
4 100,0 0,012 0,000 0,414 0,283 0,030
5 88,2 0,015 0,002 0,506 0,126 0,030
6 100,0 0,013 0,000 0,430 0, 123 0,008
7 33,3 0, 019 0,038 na na na
8 37,3 0,012 0,020 na na na
9 48,2 0,012 0,013 na na na
10 18,9 0,011 0,049 0,053 1,023 0,022
11 39,7 0,037 0,056 0,120 1,157 0,035
12 9,4 0,010 0,095 na na na
13 11,0 0,008 0,062 na na na
14 24 4 0,017 0,054 0,128 1,852 0,181
15 12,4 0,015 0,102 na na na
16 89,7 0,089 0,010 0,530 1,424 0,165
17 15 ,4 0,006 0,035 na na na
18 22,3 0,006 0,019 0,018 1,286 0,038
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No. de Planta |Contenido Del (%)| Del (mg/g) Cia (mg/g) | M (mg/g) Q (mg/g) K (mg/qg)

19 10,4 0,007 0,058 0,039 1,673 0,045
20 28,3 0,006 0,015 0,028 0,932 0,025
21 35,2 0,015 0,028 0,105 0,743 0,028
22 16,0 0,010 0,052 na na na

23 0,0 0,000 0,018 0,013 1,764 0,027
24 13,7 0,007 0,042 0,033 1,469 0,041

na: no hubo andlisis/medicion

Ejemplo 28. Herencia de rasgos en la progenie

El cruzamiento se llevd a cabo mediante el uso de un transformante (LA/919-2-13) obtenido mediante la transferencia del
pSPB919 (FIG. 8) a la variedad de rosa de color violeta claro “Lavande” como progenitor de polen y la WKS77 o WKS133
no recombinante como progenitora madre (Suzuki, S,, “Bara, Hanazufu”, Shogakkann, p, 256-260, 1990). El fruto se
recolectd en el 100° dia después de la polinizacion. La producciéon de semillas se logré en primer lugar mediante el
pelado del fruto, la reduccion del aquenio, el pelado del aquenio y después la extraccién de la célula germinativa y su
colocacion en un papel de filtro humedecido en un plato. Para la produccion de semillas se utilizé agua esterilizada que
contenia 1 ml/l PPM™ (Plant Preservative Mixture, Plant Cell Technology, Inc.) y 50 mg/l kanamicina y las plantulas se
cultivaron mediante el enmacetamiento inicamente de las plantas con brotes.

La acumulacion de delfinidina se confirmé en las 40 progenies transformantes cuyo pigmento se analizé (tablas 31 y 32).
El contenido de delfinidina fue de un 99% como maximo (promedio: 46%).

TABLA 31
No. de Planta Contenido Del (%) Del (mg/g) Cia (mg/g) Pel (mg/qg) Peo (mg/g)
1 89,8 0,494 0,056 0,000 0,000
2 96,1 3,900 0,153 0,005 0,000
3 55,9 0,836 0,660 0,000 0,000
4 24,6 0,041 0,127 0,00 0 0,000
5 23,5 1,108 3,605 0,009 0,002
6 25,9 0,191 0,545 0,003 0,000
7 0,5 0,013 2,552 0,012 0,002
8 75,8 0,283 0,090 0,000 0,000
9 95,9 1,420 0,061 0,000 0,000
10 30,8 0,862 1,841 0,007 0,105
11 13,3 0,068 0,441 0,004 0,000
12 23,9 0,529 1,667 0,023 0,000
13 43,7 0,280 0,362 0,00 0 0,000
14 19,3 0,035 0,145 0,000 0,000
15 0,6 0,008 1,418 0,021 0,000
16 20,8 0,048 0,183 0,000 0,000
17 92,5 2,257 0,177 0,007 0,000
18 66,4 2,496 1,247 0,015 0,000
19 42,4 0,369 0,497 0,004 0,000
20 75,6 0,597 0,183 0,010 0,000
21 19,6 0,271 1,103 0,008 0,000
22 71,0 0,107 0,044 0,000 0,000
23 0,6 0,006 0,850 0,004 0,000
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TABLA 32
No. de Planta | Contenido Del (%) | Del (mg/g) Cia (mg/qg) Pel (mg/g) Peo (mg/g)
24 16,7 0,053 0,263 0,000 0,000
25 71,8 0,211 0,083 0,000 0,000
26 18,6 0, 177 0,769 0,003 0,000
27 1,3 0,009 0,652 0,004 0,000
28 59,7 0,183 0,124 0,000 0,000
29 39,6 0,124 0,187 0,003 0,000
30 21,4 0,187 0,684 0,003 0,000
31 0,6 0,005 0,763 0,004 0,000
32 38,8 0,226 0,353 0,003 0,000
33 50,5 0,154 0,151 0,000 0,000
34 28,0 0,267 0,682 0,003 0,000
35 83,9 0,204 0,039 0,000 0,000
36 64,9 0,380 0,205 0,000 0,000
37 78,8 0,239 0,064 0,000 0,000
38 97,4 0,614 0, 016 0,000 0,000
39 98,7 0,805 0,011 0,000 0,000
40 54,9 0,083 0,068 0,000 0,000

Ejemplo 29. Expresién del gen F8'H (#40) del pensamiento y el gen DFR del lirio y supresion del gen DFR

endogeno de larosa en WKS140

El plasmido pSPB919 se transfiri6 a la variedad de rosa de color violeta claro “WKS140” y se obtuvieron 89
transformantes. La acumulaciéon de delfinidina se confirmé en 74 de las 79 plantas cuyo pigmento se analiz6. El
contenido de delfinidina fue de un 100% como maximo (promedio: 68%). El color de la flor se alteré del 186d de la tabla

de colores de la RHS (grupo purpura grisaceo) fundamentalmente al 84c (grupo violeta).

TABLA 33
No. de Planta Del (%) Del (mg/g) | Cia (mg/g) Pel (mg/g)
1 0,0% 0,0000 0,0423 0,0000
2 89,9% 0,0242 0,0027 na
3 90,0% 0,0245 0,0027 na
4 88,6% 0,0093 0,0012 na
5 43,5% 0,0042 0,0054 na
6 91,2% 0, 0118 0,0011 na
7 81,2% 0,0027 0,0006 na
8 81,0% 0,0173 0,0041 na
9 73,9% 0,0733 0,025 9 na
10 62,9% 0,0321 0,0190 na
11 91,9 % 0,0962 0,0084 na
12 99,1% 0,1606 0,0015 na
13 94,7% 0,0588 0,003 3 na
14 100,0% 0,08 39 0,0000 na
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No. de Planta Del (%) Del (mg/g) | Cia (mg/g) Pel (mg/qg)
15 0,0 % 0,0000 0,0005 na
16 98,4% 0,0296 0,0005 na
17 80,4% 0,1748 0,0451 na
18 94,6% 0,019 0 0,0000 na
19 0,0% 0,0000 0,0714 na
20 34,3% 0,0099 0,0191 na
21 30,9% 0,0126 0,0282 na
22 65,6% 0,0294 0,0154 na
23 24,1% 0,0205 0,0646 na

na: no hubo andlisis/medicién

Ejemplo 30. Expresién del gen F8'H (#40) del pensamiento y el gen DFR del lirio y supresion del gen DFR
enddgeno de larosa en WKS77

El plasmido pSPB919 se transfirid a la variedad de rosa de color rojo-purpura oscuro “WKS77” y se obtuvieron 50
transformantes. La acumulacion de delfinidina se confirmé en 21 de las 23 plantas cuyo pigmento se analizé. El
contenido de delfinidina fue de un 81% como maximo (promedio: 19%). El color de la flor se alteré del 57a de la tabla de
colores de la RHS (grupo rojo-parpura) al 77b (grupo purpura).

TABLA 34
No. de Planta Del (%) Del (mg/g) | Cia (mg/g) Pel (mg/g)

1 26,0% 1,2028 3,4033 0,0117
2 41,5% 0,6473 0,9093 0,0048
3 80,8% 0,2210 0,0526 na

4 68,0% 0,1865 0,0878 na

5 68,5% 0,2090 0,0951 0,0010
6 1,5% 0,0119 0,7731 0,0051
7 1,5% 0,0114 0,7304 0,0041
8 0,2% 0,0069 2,926 6 0,0063
9 0,2% 0,0 017 1,0791 0,0062
10 0,0% 0,0000 0,5013 0,0043
11 0,1% 0,0028 2,3418 0,0110
12 0,4% 0,0091 2,4603 0,0126
13 0,2% 0,0040 1,7766 0,0096
14 0,3% 0,0026 0,9046 0,0 052
15 0,0% 0,0000 1,6063 0,0100
16 22,2% 0,3279 1,1392 0,0049
17 24,0% 0,2638 0,8288 0,0052
18 1,4% 0,0240 1,67 77 0,0118
19 1,1% 0,0186 1,6352 0,0101
20 26,7% 0,2645 0,7230 0,0037
21 22, 7% 0,2200 0,7460 0,0046
22 40,1% 0,89 29 1,3374 0,0071

na: no hubo anélisis/medicion
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Ejemplo 31. Expresién del gen F35'H (#40) del pensamiento y el gen DFR de Nierembergia y supresion del gen
DFR enddgeno de larosa en WKS77

El plasmido pSPB920 se transfirio a la variedad de rosa de color rojo-purpura oscuro “WKS77” y se obtuvieron 30
transformantes. La acumulacion de delfinidina se confirmé en 26 de las 27 plantas cuyo pigmento se analizo. El
contenido de delfinidina fue de un 98% como maximo (promedio: 60%). El color de la flor se alter6 del 57a de la tabla de

ES 2370 175 T3

colores de la RHS (grupo rojo-parpura) al 77b (grupo purpura).

TABLA 35
No. de Planta Del (%) Del (mg/g) Cia (mg/g) Pel (mg/qg)
1 93,9% 0,1679 0,0110 0,0000
2 97,6% 0,2311 0,0058 na
3 96,3% 0,1684 0,0065 na
4 97,1% 0,1012 0,0017 na
5 9,6% 0,0946 0,7810 0,1104
6 21,9% 0,1462 0,5166 0,0034
7 12,7% 0,1097 0,7495 0,0049
8 97,9% 0,1942 0,0042 na
9 98,1% 0,1228 0,0024 na
10 3,2% 0,0360 1,0689 0,0035
11 3,1% 0,0267 0,9587 0,0032
12 4,8% 0,1138 2,2562 0,0049
13 6,2% 0,1066 1,5999 0,0080
14 96,5% 0,3541 0,0132 na
15 2,1% 0,0173 0,7852 0,0068
16 94,7% 0,2898 0,0160 0,0000
17 96, 7% 0,0819 0,0020 0,0000
18 95,8% 0,6969 0,0309 na
19 96,4% 0,4868 0,0181 na
20 64,3% 0,3092 0,1724 na
21 26,9% 0,2740 0,7431 0,0025
22 19,9% 0,3760 1,5028 0,0071
23 88,2% 0,0316 0,0042 na
24 94,2% 0,0259 0,0016 na
25 90,4% 0,0481 0,0051 na
na: no hubo andlisis/medicion

Ejemplo 32. Expresion del gen F35'H (#40) del pensamiento y el gen DFR de la petunia y supresion del gen DFR

enddégeno de larosa en WKS77

El plasmido pSPB921 se transfirio a la variedad de rosa de color rojo-purpura oscuro “WKS77” y se obtuvieron 15
transformantes. La acumulaciéon de delfinidina se confirm6 en 12 de las 13 plantas cuyo pigmento se analiz6. El
contenido de delfinidina fue de un 98% como maximo (promedio: 60%). El color de la flor se alter6 del 57a de la tabla de

colores de la RHS (grupo rojo-parpura) al 72b (grupo rojo-puarpura).
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TABLA 36
No. de Planta | Del (%) Del (mg/g) | Cia (mg/g) | Pel (mg/g)
1 90,0% 0,0549 0,0061 na
2 38,4% 0,3397 0,5402 0,0041
3 56,9% 0,7834 0,5824 0,0099
4 58,5% 0,0196 0,0139 na
5 90,3% 0,1336 0,0144 na
6 90,9% 0,1251 0,0126 na
7 86,7% 0,1771 0,0274 na
8 91,6% 0,0113 0,0010 na
9 97,5% 0,0864 0,0022 na
10 9,5% 0,2687 2,6591 0,0000
11 8,8% 0,1421 1,4598 0,0071
12 0,4% 0,0060 1,3554 0,0053
na: no hubo andlisis/medicion

Ejemplo 33. Herencia de rasgos en la progenie

El cruzamiento se llevé a cabo de la misma forma que en el ejemplo 28, mediante el uso del transformante (LA/919-4-10)
obtenido mediante la transferencia del pSPB919 a la variedad de rosa de color violeta claro “Lavande” como progenitor
de polen y a la variedad de rosa “Black Baccara” no recombinante como progenitora madre. El fruto se recolecté en el
100° dia después de la polinizacién. La produccién de semillas se logré en primer lugar mediante el pelado del fruto, la
recoleccion del aquenio, el pelado del aquenio y luego la extraccién de la célula germinativa y su colocacién en un papel
de filtro humedecido en un plato. El agua utilizada para la produccion de semillas fue agua esterilizada que contenia 1
ml/l PPM™ (Plant Preservative Mixture, Plant Cell Technology, Inc.) y 50 mg/l kanamicina y las plantulas se cultivaron
mediante el enmacetamiento Unicamente de las plantas con brotes.

La acumulacion de delfinidina se confirmé en las 18 progenies transformantes cuyo pigmento se analizé. El contenido de
delfinidina fue de un 99,8% como méximo (promedio: 98,7%).

TABLA 37
No. de Planta Del (%) Del (mg/g) | Cia (mg/g) | Pel (mg/g)
1 97,8% 0,6633 0,0142 0,0009
2 99,0% 0,9002 0,0096 na
3 98,5% 0,5385 0,0080 na
4 99,5% 2,0561 0,0087 0,0016
5 99,8% 1,6556 0,0034 na
6 96,6% 0,5601 0,0200 na
7 99,0% 0,6148 0,0063 na
8 98,9% 1,6867 0,0193 na
9 95,0% 0,5740 0,0304 na
10 96,9% 0,1152 0,0036 na
11 99,3% 0,0683 0,0005 na
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12 99,6% 0,1248 0,0005 na
13 99,5% 0,3574 0,0010 0,0000
14 99,6% 0,5500 0,0021 na
15 99,6% 1,2322 0,0049 na
16 99,7% 1,4384 0,0042 na
17 99,8% 0,5117 0,0010 na
18 98,3% 0,8073 0,0140 na

na: no hubo analisis/medicién

Ejemplo 34. Expresion del gen F35'H (#40) del pensamiento y supresion del gen F3'H endégeno de la rosa en
WKS77

El plasmido pSPB1106 (FIG. 10) se transfirio a la variedad de rosa de color rojo-purpura oscuro “WKS77" y se obtuvieron
40 transformantes. La acumulacién de delfinidina se confirmé en las 26 plantas cuyo pigmento se analiz6. El contenido
de delfinidina fue de un 80,0% como maximo (promedio: 30,5%). El color de la flor experimenté una alteracion
significativa del 57a de la tabla de colores de la RHS (grupo rojo-purpura) al 83d (grupo violeta).

TABLA 38
No. de Planta Del (%) | Del (mg/g) | Cia (mg/g) | Pel (mg/g) | M (mg/g) Q (mg/g) K (mg/g)
1 68,7% 0,5497 0,2275 0,0241 na na na
2 78,8% 0,3449 0,0830 0,0096 na na na
3 80,0% 0,6949 0,1604 0,0 144 na na na
4 71,2% 0,4377 0,1563 0,0214 na na na
5 72,7% 0,5260 0,1715 0,0266 0,3812 0,2275 1,7669
6 70 ,7% 0,3829 0,1449 0,0146 na na na
7 10,3% 0,0358 0,3031 0,0071 na na na
8 15,6% 0,1847 0,9530 0,0444 na na na
9 4,8% 0,0739 1,4586 0,0149 na na na
10 1,1% 0,0114 1,0411 0,0144 na na na
11 54,0% 1,3206 1,1166 0,0 092 na na na
12 57,8% 0,8842 0,6410 0,0056 na na na
13 0,9 % 0,0242 2,5500 0,0168 na na na
14 23,0% 0,2087 0,6909 0,0062 na na na
15 12,7% 0,1645 1,1271 0,0058 na na na
16 26,4% 0,5275 1,4645 0,0132 na na na
17 18,7% 0,3555 1,5310 0,0109 na na na
18 24.2% 0,4388 1,3687 0,0072 na na na
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19 64,7% 0,4029 0,1945 0,0249 0,6368 0,3949 2,0567
20 0,1% 0,0021 1,8646 0,0077 na na na
21 0,0% 0,0000 0,9708 0,0062 na na na
22 0,1% 0,0022 2,6049 0,0127 na na na
23 0,4% 0, 0066 1,8002 0,0066 na na na
24 0,5% 0,0079 1,4670 0,0056 0,0000 1,3096 0,2414
25 17,3% 0,1000 0,4671 0,0099 na na na
26 18,3% 0,1232 0,5418 0,0052 na na na
na: no hubo analisis/medicion

Ejemplo 35. Expresion del gen F&'H (#40) del pensamiento y supresion del gen F3'H enddgeno de la rosa en
Lavande

El plasmido pSPB1106 se transfiri6 a la variedad de rosa de color violeta claro “Lavande” y se obtuvieron 40
transformantes. La acumulacion de delfinidina se confirmé en 23 de las 25 plantas cuyo pigmento se analizo. El
contenido de delfinidina fue de un 98,3% como maximo (promedio: 46,9%).

TABLA 39

No. de Planta | Del (%) Del (mg/g) | Cia(mg/g) | Pel (mg/g) | M (mg/g) Q (mg/g) K (mg/g)
1 76,8% 0,0732 0,0188 0,0032 0,5705 0,1595 0,3073
2 80,1% 0,1441 0,0296 0,0061 0,5298 0,1881 4,3294
3 3,7% 0,0086 0,2174 0,0027 na na na
4 4,4% 0,0079 0,1691 0,0034 na na na
5 8,8% 0,0158 0,1557 0,0070 na na na
6 39,0% 0,0212 0,0128 0,0204 0,0000 0,0363 1,3107
7 44.4% 0,0089 0,0027 0,0084 0,0756 0,0573 1,3689
8 40,4% 0,0165 0,0071 0,0172 0,0365 0,0592 2,5211
9 42,0% 0,0087 0,0036 0,0084 0,0752 0,0596 1,2661
10 13,5% 0,0153 0,0939 0,0040 0,1288 1,0594 0,5440
11 81,6% 0,2252 0,0447 0,0061 0,3947 0,1401 0,3947
12 78,8% 0,1022 0,0239 0,0036 0,6700 0,2137 0,5847
13 81,7% 0,2125 0,0438 0,0036 1,3616 0,4621 0,7478
14 80,9% 0,1829 0,0388 0,0044 0,4100 0,2405 0,0567
15 70,9% 0,0664 0,0204 0,0069 0,4230 0,1221 0,1788
16 0,0% 0,0000 0,0844 0,0000 na na na
17 98,0% 0,2363 0,0048 0,0000 0,0000 1,0613 0,2698
18 98,3% 0,1398 0,0025 0,0000 0,0479 0,7060 0,1299
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No. de Planta | Del (%) Del (mg/g) | Cia(mg/g) | Pel (mg/g) | M (mg/g) Q (mg/g) K (mg/g)
19 4,2% 0,0078 0,1724 0,0040 0,0000 0,8627 0,2075
20 0,0% 0,0000 0,1696 0,0043 na na na
21 60,0% 0,0333 0,0115 0,0107 0,0000 0,0740 1,8678
22 14,3% 0,0091 0,0454 0,0088 0,1096 0,5305 0,6453
23 15,1% 0,0082 0,0408 0,0053 na na na
24 17,6% 0,0082 0,0324 0,0059 na na na
25 24,4% 0,0147 0, 0375 0,0080 0,0000 0,2147 0, 9765

na: no hubo andlisis/medicion

Estos resultados demuestran que el gen exdgeno transferido se heredd y expresé en la progenie y que el rasgo de la
produccioén de delfinidina que no se encuentra en los pétalos de rosas comunes se expresé con éxito en la progenie de
rosa. Por tanto, este gen puede utilizarse para el cultivo por cruzamiento de rosas con alteracién en su color para crear

rosas con nuevos colores, incluidos el azul y el parpura.

Aplicabilidad industrial

Mediante la supresion artificial de la funcion de la via metabdlica endégena como, por ejemplo, la expresion de la
dihidroflavonol reductasa, en la rosa, y la expresion del gen que codifica la flavonoide 35' -hidroxilasa del pensamiento y
el gen que codifica la dihidroflavonol reductasa de especies diferentes a la rosa, es posible crear rosas de color azul a
violeta. Estos genes son heredados por las generaciones posteriores y el rasgo de la rosa azul puede utilizarse para el

cruzamiento.

39




ES 2370 175 T3

LISTADD DE SECUENCIAS

¢110>International Flower Developments Proprietary Limited
¢120>Proceso para la produccion de una rosa de color alterado
¢130>P835
<160>21
21001
21121662
(212>ADN
¢213>Pensamiento
(2207
¢223yCodificacion de secuencia de nucledtidos de F3'5'H #18 de pensamient
<400>1
gaatlcggca cgagagccaa U atg gca att cca gic act gac clt got gtc 51

Met Ala Ile Pro Val Thr Asp Leu Ala Yal

1 ' 5 10
EcE Ett atc ctt ttec ttg atc act cgc ttc cta gtt cgt tct ctt tic a9
Ala Val 1le Leu Phe Leu 1le Thr Arg Phe Leuw Val Arg Ser Leu Phe
15 20 25
33F A3a CCAa acC Ega CCE Cclc CCE cCCg EEt cct tca gEc tgg cic ttig 147
Lys Lys Pro Thr Gly Pro Leu Pro Pro Gly Pro Ser Gly Trp Pro Leu
a0 35 40
ElEg ggc gcg ctc cct cic cta gEc goc atg cct cac gitc aca cta goc 195
Val Gly Ala Leu Pro Lew Leu Gly Ala Met Pro His Val Thr Leu Ala
45 50 35
aac clc gct aaa aaa tac ggl ccg atc alg tac cla aaa alg gEc acg 243
Asn Leu Ala Lys Lys Tyr Gly Pro Ile Met Tyr Leu Lys Wet Gly Thr
60 65 70
tec gac atg gtg gic Ecg tce act coc gac teg get €ga goe tie cte 291
Cys Asp Met Val Val Ala Ser Thr Pro Asp Ser Ala Arg Ala Phe Leu
75 a0 85 90
aaa acc cta gac ctc aac ttc LcCc gac CEC CCE ¢CC aaC ECC BEC gcc 339
Lys Thr Leu Asp Leu Asn Phe Ser Asp Arg Pro Pro Asn Ala Gly Ala
95 100 105
acc cat tig gcg tac gEc gcg cag gac tlg gtc ttc gcg aag tac ggt 387
Thr His Lew Ala Tyr Gly Ala Glo Asp Leu Val Phe Ala Lys Tyr Gly
110 115 120
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atg
Met

tie
Fhe
270
ctt

Leu

Ala Gly

ate
Met

Lic
Phe

ate
Het

a8g
Lys
255
clc

Leu

aat

Asn

acg
Thr

cta

Lew

Eat
Asp

atg
Met
160
cte

Leu

cgC

Arp

ElE
Yal

ata
Ile

aag
Lvs
240
EAE
Glu

gac
Asp

gtt
Val

gac

Asp

aga

Arg

LEE
Trp
145
tge
Cys

acg

Thr

ELE
Yal

ELcC
Val

CCEg
Pro
225
aaa
Lys

cac
His

gtc
Val

acc

Thr

aca
Thr
305

aaa
Lys
130
gct
Ala

gag
Glu

tac

Tyr

ttc
Fhe

Eag
Glu
210

tcg
Ser

tig

Leu

aga
Arg

cte
Leu

aac
Asn
280
tct

Ser
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tig
Leu

cac

His

ECE
Ela

gee
Ala

gic
Val
185

tig
Leu

att
Ile

cac
His

ECE
Ala

LLg
Leu
275
Btc
Val

1ca

Ser

age

Ser

ELE
Val

agc

Ser

alg
Met
180
ace

Thr

atg
Met

gct
Ala

ace

Thr

acg
Thr
260
gaa

Glu

aaa

Lys

age

Ser

dac

hsn

4EE
Arg

CEE
Arg
165
gec
Ala

daa

Lys

act

Thr

1gE
Trp

aaa
Lys
245
agt

Ser

gaa
Glu

get
Ala

ata

1le

41

cLe
Leu

get
Ala
150
Lge
Cys

aac

Asn

EEE
Gly

icce
Ser

atg
Met
230

ttic
Fhe

cat

His

tgc
Cys

gic
Val

‘atc

Ile
310

cac
His
135
adac

Asn

EEA
Gly

atg
Met

aca

Thr

ECE

Ala

215
gat
Asp

gat
Asp

EQE
Glu

E3E
Glu

clc
Leu
245
Eaa
Glu

atg
Met

EAE
Glu

Eag
Glu

ate
Ile

EAEg
Glu
200

EEE
Gly

ttg

Leu

Ell
Val

Cge
Arg

aat
Asn

280
LLEg
Leu

1EE
Trp

cta

Leu

cia

Leu

cCe

Fro

EEl
Gly
185
teg
Ser

tat
Tyr

Caa

Gln

Lig
Leu

gaa
Glu
265
aca
Thr

a4ac

Asn

BCE

Ala.

EEC
Gly

BEC
Gly

ELE
Val
170
caa

Gln

aac
Asn

T.‘ll:-
Phe

(444
Gly

tte
Leu
250

EEE
Gly

aat
Asn

Lta

Leu

t1a

Leu

435

483

531

579

627

. B75

723

771

419

867

915

963
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acc gaa atg atg asg aat ccg acg atc tla aaa aag acc caa gaa gag 1011
Thr Glu Met Met Lys Asm Pro Thr lle Lev Lys Lys Thr Gln Glu Glu
315 320 o325 . 330
alg gat cga gtc atc ggt cgec gat cgg aga tig ctc gaa tcc gac gtt 1058
Met Asp Arg Val 1lle Gly Arg Asp Arg Arg Leu Leu Glu Ser Asp Val

335 340 345
tcg aaa ctc ccg Lat tia caa goc ata gCg 2aa gaa aca tat cgt aaa 1107
Ser Lys Leu Pra Tyr Leu Gln Ala lle Ala Lys Glu Thr Tyr Arg Lys

350 355 360
cac cca tCcg aca cct cta sac clg ccg 2gg att gcg atc caa gea tgt 11585
His Pro Ser Thr Pro Leu Asn Leu Pro Arg lle Ala Ile Gln Ala Cys
365 370 375
gaa ptt gatl gec tac tac atc ccc aaa gac acg age cit age gie aac 1203
Glu Yal Asp Gly Tyr Tyr lle Pro Lys Asp Thr Arg Lev Ser Val Asn
380 s - 380

atil 1ge ECE alc EEl CEE EAC cca sgt gl 1EE E3g aal cca 1CE gag 1251
Ile Trp Ala Ile Gly Arg Asp Pro Ser Val Trp Glu Asn Pro Ser Glu
395 400 405 410
tic tcg cct gaa aga tic LLg tct gag gag aal ggg aag atc agl cca 1299
Phe Ser Pro Glu Arg Phe Leuw Ser Glu Glu Asn Gly Lys lle Ser Pro

415 420 425
EEC EEE aat gat ttt gag cig att ccg it gga gca EEE AEE 4Ea att 1347
Gly Gly Asn Asp Phe Glu Leu Jle Pro Phe Gly Ala Gly Arg Arg lle

430 435 440
tgt gct ggeg aca agg alg gga atg gic ctt gla agt tal attl tig gec 1395
Cys kla Gly Thr Arg Met Gly Met Val Leu Val Ser Tyr 1le Lew Gly
445 450 455
act ttg gtc cat tct tit gat Lgg asa 1la cca aat ggg gtc agtl gag 1443
Thr Leu Val His Ser Phe Asp Trp Lvs Leu Pro Asn Gly Val Ser Glu
460 465 470

att aac atg gat gag agt ttt ggg cit ECE tig caa aag gec glg cct 1491
Ile Asn Met Asp Glu Ser Phe Gly Leu Ala Leu Gln Lys Ala Val Fre
475 480 485 490
cte 1cg got acg gtc agt cca cga 1tg ECC cca @agc BCg tac gtt ata 1539
Leu Ser Ala Thr Yal Ser Pro Arg Leu Ala Pro Ser Ala Tyr Val 1le

495 500 505

42



LgagClEaALlE EECLEEECCY gapcccaaac atatlgggte tgttttatet gtaattttta
atattataaa gttcgtaatt tigtatttat Egttaattal gagttaaaaa asaazaaaas

daa

21022

<211>506
<Z12>FRT

¢213yPensamiento

2202

ES 2370 175 T3

¢9291% Secuencia de aminoacidos de F3'5'H #1E de pensamiento

<400>2

Met Ala
1

1le Thr

Lew Pro

Leu Gly
50

Gly Pro

65

Ser Thr

Phe Ser

Ala Gln

Arg Lys
130

Trp Ala

145

Cys Glu

Thr Tyr

¥al Phe

1le Pro

Arg Phe

20

Pro Gly
35

Ala Met

1le Met

Pro Asp

Asp Arg
100

Asp Leu

115

Leu Ser

His VYal

Ala Ser

Ala Met

180
Yal Thr
195

Yal Thr Asp Leu Ala Val Ala Val Ile Leu Phe Leu

5

Leuw

Pro

Pro

Tyr

Ser

85

Pro

Val

Asn

Arg

Arg

165
Ala

Lys

Val

Ser

His

Leuw

70

Ala

Pro

Phe

Lew
Ala
150
Cvs

Asn

Gly

Arg Ser Leu
25
Gly Trp Pro
40
Val Thr Leu
55
Lvs Met Gly

Arg Ala Phe

Asn Ala Gly
105
Ala Lys Tyr
120
His Met Leu
135
Asn Glu Leu

Gly Glu Pro

Met lle Gly

. 185

Thr Glu Ser
200

10
Fhe Lys

Leu Val
Ala Asn
Thr Cys

75
Leu Lys
a0
Ala Thr
Glvy Pro
Gly Gly
Gly His

155
Val Val

170
Gln ¥al

Asn Glu

43

Lvs
Gly
Leu

60
Asp
Thr
His
Arg
Lys

140
Met

Leu

1le

Fro
Ala

45
Ala
Met
Leu
Leu
Trp
125
Ala
Leu

Ala

Leu

15
Thr Gly
30

Leu Fro
Lys Lys
Yal Val
Azp Leu

g5
Ala Tvr

110
Lys Thr

Lev Asp

Asn Ala

Glu Met

175
Ser Arg
180

Pro
Leu
Tvr
Ala

B0
Asn
Gly
Leu

Asp

Met
160

Lew

Arg

Phe Lys Asp Met Val

205

1599
1659
1662



Val Glu
210

Ser

Leu
Fro Ile
225
Lys

Leu His

Hiz Arg Ala

Val Leu
275
Val

Leu
Thr Asn
290
Thr Ser
ans

Pro

Ser

Thr 1le

Arg Asp Arg

Gln Ala lle
355
Leu Fro
370

Fro

Asn

11le
385,
Asp

Lys

Pro Ser

Leu Ser Glu

Leuv lle Pro

435

Gly Met Val
450

tsp Trp
465

Phe Gly Leu

Lys

Met

Aa

Thr

Thr

260
Glu

Lys

Ser

Leu

Arg

340

Ala

Arg

Asp

Val

Glu
420
Fhe
Lew

Leu

Ala
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Thr Ser Ala Gly Tyr Phe Asn

215
Trp Met Asp
230
Lys Phe Asp
245

Ser

His Glu

Glu Cys Glu

Yal Leu
2495
Glu

Ala

I1e 11le

310

Lvs Lys Thr

325

Leu Leu Glu

Lys Glu Thr

1l1e Ala Ile

375

Thr Arg Leu

350

Trp Glu Asn

405
Asn

Gly Lvs

Gly Ala Gly
Tyr
455

Gly

Val Ser
Asn
470
Leu Gln
485

Pro

Lys

Leu Gln

Val Leu

Glu

265
Thr

Arg

Asn
Z80
Leu Azn

Trp Ala

Glm Glu

Asp
345
Arg

Ser

Tyr
360
Gln Ala

Ser Val

Pro

Ser

Ile Ser
425
Arg Arg
440

1le Leu

Yal Ser

Ala Val

Giy lle

235
Leu Thr
250
Gly Lys

Asn Gly

Leu Phe

Leu Thr
315
Glu Metr
330
Val Ser

Lys His

Cys Glu
Ile
385
Phe

A=n

Glu
410
Pro Gly

1le Cys

Gly Thr

Glu Ile
475
Pro Leu

490

44

1le Gly Asp
220
Glu Arg Gly

Lyvs Wet Met

Ser Asp Phe
270
Glu Lys Leu
285
Thr &la Gly
300
Glu Met Met

Asp Arg Val

Lys Leu Pro
350
Ser Thr

365
Asp

Pra

Yal
380
Trp

Gly

Ala lle

Ser Glu

Fre
Gly Asp
430
Thr

Asn

Ala Gly
445

Leu Yal

460

Asn Met

His

Asp

Ser Ala Thr

Fhe [le

Met Lys

240

Lys Glu

255

Leu Asp

Asn Val

Thr Asp
Asn
320
Ile Gly
33s
Tyr Leu

Pro Leu

Tyr Tyr

Gly Arg
400
Arg Phe
415
Phe Glu

Arg Met

Ser Phe

Glu Ser
480
Val Ser
485
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Pro Arg Leuw Ala Pro Ser Ala Tyr Val 1le

500 505
€210>3
<211>1795
<212>ADN
¢213yPensamiento
<2200

¢993yCodificacion de secuencia de nucledtidos de F3'5'H #40 de pensamient

<400>3

gaattcggca CcgAggacaac atg gca ait cta gic acc gac ite gii gie 50
Met Ala 1le Leu Val Thr Asp Phe Val Val
1 5 10
ECE BCt ata att tic tig atc act cgg ttc tta gtt cgt ict ctt ttc 98
hla Ala Ile 1le Phe Leu lle Thr Arg Phe Leu Yal Arg Ser Leu Fhe
15 20 25
aag aama cca acc cga CCg CLC €CC CCg gEt cct ctc get tgg ccc tig 146
Lvs Lys Pro Thr Arg Pro Lew Pro Pro Gly Pro Leuw Gly Trp Pro Leuw
30 35 40
glg ggc goc cte cet cte cta gge goc atg cct cac gte geca cta gcoc 194
Val Gly Ala Leu Pro Leu Lew (ly Ala Met Pro His Yal Ala Leu Ala
45 50 b
aaa ctc ot aag aag tat ggt ccg atc atg cac cila aaa alg EEC acg 242
Lys Leu Ala Lys Lys Tyr Gly Pro 1le Met His Leu Lys Met Gly Thr
60 65 70

1gc gac atg gtg gic gcg tcc acc ccc gag tcg gocl cga gec itc ctc 290
Cys Asp Metr Val Val Ala Ser Thr Pro Glu Ser Ala Arg Ala Phe Leu

75 80 85 S0

aaa acg cta gac clc aac ttc tcc aac Cgn cca CCC &ac ECE EEC gea 338
Lvs Thr Leu Asp Leu Asn Phe Ser Asn Arg Pro Pro Asn Ala Cly Ala

85 - 100 105
tee cac cta pcg 1ac EEC BCE Ca8g gac tta gitc ttc goc aag tac ggt 386
Ser His Leu Ala Tyr Gly Ala Gln Asp Leu Val Phe Ala Lys Tyr Gly
110 115 120
CCE 3EE tgeg aap act tta aga aaa ttg age aac cic cac atg cta gec 434
Pro Arg Trp Lys Thr Leu Arg Lys Leu Ser Asn Leu His Met Leu Gly
125 130 135

45



EEE
Gly

cac
His
155
BlE
Val

Etg
Val

E3E
Glu

a8c

Asn

atc
Ile
230
acg

Thr

aag
Lys

EEE
Gly

tte
Phe

acg
Thr
310

23g
Lys
140
atg
Het

Cig
Leu

ata
lle

tte
Fhe

ate
e
215
E4E
Glu

azg
Lys

Eca
Ala

E2E
Glu

acg
Thr
295
E3E
Glu

ECE
Ala

ctt

Leu

gcc
Ala

cte

Leu

aaa
Lys
200

EEL
Gly

cga
Arg

alg
Met

gat
Asp

aag
Lys
280
ECE
Ala

atg
Met

LLE
Lew

aaa

Lys

RaE
Glu

agc
Ser
185
gac
Asp

gac

Asp

EEE
Gly

Etg
Val

ttc
Phe
265
ctt

Leu

EBC
Gly

atce

[le

gat
Asp

gce
Ala

atg
Het
175
CEE
Arg

atg
Met

tie
Phe

atg
Met

aag
Lys
250
cte

Leuw

agt

Ser

acg
Thr

dag

Lys

gat
Asp

atg
Met
160
cic
Leu

CEC

Arg

gtg
Val

ata
Ile

aag
Lvs
235

EAE
Glu

gac
Asp

att
Ile

gac

hsp

aat

1EBE
Trp
145
tge
Cys

acg
Thr

ELE
Val

gtc
Val

ccc
Pro
220
aag
Lys

cat
His

ElLL
Val

acc
Thr

aca
Thr
300

CCE

gca
kla

[ 1421
Glu

tac

Tyr

fite
Phe

Eag
Glu
205
teg
Ser

cte
Leu

aga
Arg

cte

Leu

aat
Asn
285
tet

Ser

acg

Asn Pro Thr

315
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aat

Asn

ECE
Ala

gce
Ala

ELE
Val
190

tig
Leu

ate
1le

cac

His

ECE
Ala

tig
Leu
270

atc
Ile

teg
Ser

atc
Ile

gtg agg ElC acc
Yal Arg Val Thr

agc

Ser

atg
Met
180
acc
Thr

atg
Het

get
Ala

acg
Thr

acg
Thr
255
gaa
Glu

daa

Lys

age

Ser

tia

Leu

CEE
Arg
165
BCE
Ala

aas

Lys

acp
The

IEE
Trp

‘aag
Lys
240
agt
Ser

gaa
(ilu

gct
Ala

ata
Ile

add

Lys
320

46

150
1EC
Cys

aac

hsn

EEE
Gly

tce
Ser

atg
Met
225
ttt
Phe

cat

His

tge

Cys

ELC
Val

ate
Ile
305
aag
Lvs

gee
Gly

atg
Met

acc

Thr

gcc
fila
210
gat
Asp

gat
Asp

EJE
Glu

gac

Asp

ctt
Leu
290
gaa
Glu

gCE
Ala

EaE
Glu

Eag
Glu

atc

lle

EQE
Glu
195
EEE
Gly

11g
Leu

ete
Yal

CEC
Arp

aat
Asn
275
118
Leu

LEE
Trp

caa
Gln

cia

Leu

ccc

Pro

Eet
Gly
180
fect
Ser

tac

Tyr

caa
Gln

iia
Leu

aaa
Lys
260
aca

Thr

aat

Asn

BCE
Ala

‘EAE

Glu

EBC
Gly

EtE
Val
170
caa

Gln

aac

Asn

Lte
Fhe

EEE
Gly

11g
Leu
245
BEE
Gly

aat

Asn

cia

Lew

tta

Leu

EQE
Glu
325

482

530

578

626

674
722
770
818
B66

914

962

1010



atg gat
Het Asp

tcg age
Ser Ser

cac ccg

His Pro

gaa gtt
Gluv Val
375
att tgg
lle Trp
380
ttc ttg
FPhe Leu

EEL EEE
Gly Gly

1L ECE
Cys Ala

act 1tig
Thr Leun
405
ctt aat
Lev Asn
470
cte tcg
Leuv Ser

cga

Arg

cic
Leu

tcg
Ser
360
gat
Asp

ECE
Ala

CCE
Fro

aat

Asn

EEE
Gly
440
Ete
Val

atg
Met

gcc
Ala

EtcC
Yal

CCE
Pro
345
acg
Thr

EEC
Gly

atc
Ile

Eaa
Glu

Eat
Asp
425
aca
Thr

cat
His

gat
Asp

11Eg
Leu

atc
1le
330
tac

Tyr

cCct

Fro

tac
Tyr

EEt
Gly

aga
Arg
410
ttt
Fhe

age
Arg

1ct
Ser

gaa

Glu

gtc
Val
4590

Eg1l
Gly

cta

Leu

ctc

Leu

tac
Tyr

CEE
Arg
3485
ttic
Phe

aag
Lys

atg
Met

ttt
Phe

agt
Ser
475
agc
Ser

cgt
Arg

caa
Gln

dac

Rzn

atc
1le
JE0
gac
hsp

ttg
Leu

CtE

Leu

Eega
Gly

gat
Asp
460
ittt
Fhe

cca
Fro
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gat
Asp

gce
Ala

itg
Leu
365
cct
Pro

CCg
Pro

1ct

Ser

att
lle

atg
Met
445

1EE
Trp

EEE
Gly

CEE
Arg

CEE
Arg

att
lle
350
CCE

Pro

aag
Lys

aat

Asn

Eaa
Glu

CCEg
Pro
430
Elc
Val

aaa
Lys

ettt
Lew

tig
Leu

agE
Arg
335
gct
Ala

AR
ATe

Eac
Asp

Etl
Yal

Eag
Glu
415
ttt
Fhe

ctt

Leu

tta

Leu

Eca
Ala

gee
Ala
495

cte
Leu

aaa
Lys

att
l1le

ECE
Ala

128
Trp
400
aat
Asn

EEa
Gly

gta
Val

cea
Pro

ttg
Leu
480
tca

Ser

tgagctaatlg ggctggegcet agttttgtgg gccctaattt

ElElgtactt tattaattgg gtgcttaaat gtetgtitila

atpactttat tgtataatta tttattttic cctictigget

47

ctc

Leu

gaa
Glu

ECE
Ala

dEB
Arg
385
EQE
Glu

EEE
Cly

ECC
Ala

agt
Ser

aat
Asn
465
caa
Gln

aac

Asn

agagactttt glgttttaag
atttgtattt atggttaatt
attttatcca tttaattitt

gaa

Glu

acp
Thr

atc
Ile
370
ctt
Leu

aat
Asn

aag
Lys

EEE
Gly

tat
Tyr
450
ggt
Gly

aag
Lys

cog
Pro

teg

Ser

tat
Tyr
355
caa

Gln

agc
Ser

eCE
Pro

atc
Ile

2EE
Arg
435
att

Ile

gLe
Val

ECC
Ala

tac

Tyr

gac
Aep
340
CEC
Arg

gca
Ala

ELE
Val

ttg
Leu

aat
Asn
420
aga
Arg

Lte
Leuw

ECt
Ala

ELE
Val

gca
Ala
500

ata

Ile

aaa
Lys

gt

aac

Asn

gag
Glu
405
cce
Fro

att
Ile

BEC
Gly

E2E
Glu

CCE
Fro
485
acc
Thr

1058

1106

1154

1202

1250

1298

1346

1394

1442

1490

1538

1598
1658
1718
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cttcagaatt atgatcatag ttatcagaat aaaallgaaa ataatgaalc ggazaaaaas 1771
aaaasaaaaa aaaasaa 179:
<210>4
{211>501
(212>PRT
¢213»Pensamiento
220>
¢2729ySecuencia de aminoacidos de F3'5'H #40 de pensamiento
<4004
Met Ala lle Lew Yal Thr Asp Phe Val Val Ala Ala Ile Ile Phe Leu
1 5 10 15
Ile Thr Arg Phe Leu Val Arg Ser Leu Phe Lys Lys Pro Thr Arg Pro
20 25 30
Leu Pro Pre Gly Pro Leu Gly Trp Pro Lew Yal Gly Ala Leu Pro Leu
35 40 45
Lew Gly Ala Met Pro His Yal Ala Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Tyr
50 55 60
GCly Pro 1le Met His Leuw Lys Met Gly Thr Cys Asp Met Val ¥Yal Ala
65 ' 70 75 80
Ser Thr Pro Glu Ser Ala Arg Ala Phe Leu Lys Thr Leu Asp Leu Asn
BS 90 95
Phe Ser Asn Arg Pro Pro Asn Ala Gly Ala Ser His Leuw Ala Tyr Gly
100 105 110
Ala Gln Asp Leu Val Phe Ala Lys Tyr Gly Pro Arg Trp Lys Thr Leu
115 120 125
Arg Lvs Leuw Ser Asn Leu His Met Leu Gly Gly Lys Ala Leu Asp Asp
130 135 140
Trp Ala Asn Val Arg Val Thr Glu Leu Gly His Met Leu Lvys Ala Met
145 150 155 160
Cys Glu Ala Ser Arg Cys Gly Glu Pro Val Val Leu Ala Glu Met Leu
165 170 175
Thr Tyr Ala Met Ala Asn Met Ile Gly Gln Val [le Leu Ser Arg Arg
180 180 185
Val Fhe Val Thr Lys Gly Thr Glu Ser Asn Glu Phe Lys Asp Met Val
150 195 200
Val Glu Leu Met Thr Ser Ala Gly Tyr Phe Asn Ile Gly Asp Phe Ile

48
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205 210 215
Fro Ser Ile Ala Trp Met Asp Leu Gln Gly lle Glu Arg Gly Met Lys
220 225 230 235
Lys Leu His Thr Lys Phe Asp Val Leu Leu Thr Lys Met Val Lys Glu
240 245 250
His Arg Ala Thr Ser Hieg Glu Arg Lys Gly Lys Ala Asp Phe Leu Asp
255 260 265
Val Leu Leu Glu Glu Cys Asp Asn Thr Asn Gly Glu Lys Lev Ser lle
270 275 280
Thr Aszn Ile Lys Ala Val Leu Leu Asn Leu Phe Thr Ala Gly Thr Asp
285 290 295
Thr Ser Ser Ser 1le 1le Glu Trp Ala Leu Thr Glu Met Ile Lys Asn
300 305 310 315
Pro Thr Ile Leu Lys Lys Ala Gln Glu Glu Met Asp Arg Val 1le Gly
320 325 330
Arg Asp Arg Arg Leu Leu Glu Ser Asp lle Ser Ser Leu Fro Tyr Leu
335 340 : 345
Gln Ala 1le Ala Lys Glu Thr Tyr Arg Lys His Pro Ser Thr Pro Lew
350 355 360
Asn Leu Pro Arg [le Ala lle Gln Ala Cys Glu VYal Asp Gly Tyr Tyr
a6s 370 375
1le Pro Lys Asp Ala Arg Leu Ser Val Asn lle Trp Ala Ile Gly Arge
380 385 . 390 395
Asp Pro Asn Val Trp Glu Asn Pro Leu Glu Phe Lew Pro Glu Arg Phe
400 105 410
Leuv Ser Glu Glu Asn Gly Lys Ile Asn Pro Gly Gly Asn Asp Phe Lys
415 420 425
Leu 1le Pro Phe Gly Ala Cly Arg Arg lle Cys Ala Gly Thr Arg Met
430 435 440
Gly Met Yal Leu Val Ser Tyr Ile Leu Gly Thr Leu Val His Ser Phe
445 450 455
Asp Trp Lys Leu Pro Asn Gly Val Ala Glu Leu Asn Met Asp Glu Ser
460 465 470 475
Phe Gly Leu Ala Leu Gln Lys Ala Val Pro Leu Ser Ala Leu Val Ser
480 485 490

FPro Arg Leu Ala Ser Asn Pro Tyr Ala Thr

49



(21025
(21171474
(21Z5ADN
(213 Rosa
<2202

495

{223y Codificacidn de

<4005

gEagatatica
gctaccgtcoco
cccgactact
cagcgcatgt
ctiaaggaga
GlEELEEL1E
tggggtcage
algCCCEEEE
cicatgatgt

ttggccgaga
actitccgle
gatgglgctEg
ttcgagttgg
catcticgte
aagaacatcg
tcacttttet
tteggecctga
atgtctagtg
EEgcacaaga
ctcaccgtcg
fcacitgagt
cctigltaga
atgaataata
aagttgactt
CCEgEgatag
<2106
<211>420
{212>ADN

aaatggigac
tEECCALCER
acttccgtat
Etlgacaaatc
atcctagtat
ttgaaatice
ccaagtccaa
ccgattacca
ACCAACABEE
aCaacalERE
EECCLAECER
cggccatial
tcicggcage
asgliggect
agaagagect
Egaligcaca
agcccgaaaa
cttgtegtelt
ccactggaga
agaccgtcgt
galctgetece
tttecetttit
ttattccaca
tccggazgat
agtacgttca

ES 2370 175 T3

500

secuencia de nucledtidos de chalcona sintasa de rosz

cglcgagegaa
gacagcaact
caclaagagc
tatlgatcaag
EtEtEagtac
amapgclipga
aatcacccac
goctcactaag
Btetitcgce
tecacgtgtt
cacccalctc
lgttggegece
ccaaactatc
cacatttcac
CaacCEaAEECT
CCCggeleec
gtiagaagcc
gtitattttig
Aggcclgeag
gcttcacagt
tggatttgtt
tggatitatt
aatttcatac
ttagagcgRe
aaaaasaaaa

ELCCECAARE
cctcocaact
BAgCACAAER
aagcgctaca
atggccectt
Saagageclg
ttggtotttt
ctcttagecc
EEagECacEE
ctigtigttt
gataglctte
gacccatigce
cttcclgaca
ctcctcaaag
ttcaaaccit
ccigecaattit
acaaggcata
EACEREELEC
tggegtetee
EtEECIgCLL
cttatataig
tttctgglega
Eagcaaaagt
gaalatatct

aaaa

50

clcaacgcgce
gtatigacca
clgagcicaa
tgtacttgac
cacttgatgc
ccactaaggc
glaccaclag
teccEcccgte
tgctecegtt
geicagagat
Lgggccaagc
CCeagetiga
ElEacggagc
atgiiccceg
tgaacatcac
tagaccaagt
tatiatccga
EEagaaagtc
tatttggrte
aaacttigaag
tatcgtttice
atttagcaat
ifcctgcaata

cccaciaget

lgaggglccE
gagcacatac
EEagaaattic
cgaagaaatt
aagacaagat
tattaaggaa
LtERCcEtCcRac
tgtgaagcet
EEClaBgEac
cacigcceleg
ctigtticegt
gangcciice
catcgacege
gcigattica
agaciggaac
apaggctaaa
gtacggcaat
tgcagctaat
LEEECCAREE
gcatcigggt
actctactit
atatgtaalg
atttagttag

gaaagattat

60
120
180
240
300
360
420
480
240
600
660
720

ADN
840
o800
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1474



{2]13>Rosa
220>

{223>cudifﬁcacién de secuencia
sintasa de rosa

ES 2370 175 T3

de nucledtidos de parte de antocianidina

<4006
paagadpgpa gEClEggagaa gEagglcggt gpactcgaag aacicgloct gcaaatgaaa 60
atcaactact acccaaaatg ccctcagecg gaactigece LCEgCgtlgga agcccacace 120
gacataagtg cactcacectt catcctecac aacatggtic cocggocctgea gotcttotac 180
EECEECcaaal gegtgacagc gasalgcptg cocaacicca tcglcatgca catcpgcgac 240
aacliggaga tictgagcaa cgpcaagtac aagagcatil ttcacaggge gegatigicaa 300
caapgggapgaa gElgagglic 1cgliggceg titicttgla gccacccagg ageagglcat 360
tetecaapecg tlgogacgac tgtetogage aggaaccgcg tcttccacce gacttttcgg 420
21007
<211>1808
¢212>ADN
¢2133Torenia
<220%
{223>C0d1f1caci6n de secuencia de nucledtidos de antocianina acil transferasa di
Torenia
400> ¢
cltcasagec aaaaagaaac aallaalca atg got gitt gaa goeo coco aaa aca 53
Met Ala Yal Glu Ala Pro Lys Thr
1 5
ata tgt gca gtc ctc gaa aac tct ctt att aca ¢ca caa agt acc gat 101
Ile Cys Ala Val Leuv Glu Asn Ser Leu lle Thr Pro Gln Ser Thr Asp
110 15 20
acs gaa caa acl ctt 1ca ctec aca tte ttt pac atc aaa Lgg gLt cat 149
Thr Glu Gln Thr Leu Ser Leu Thr Phe Phe Asp Ile Lys Trp Val His
25 30 35 40
ttt cat cca atg caa tgec ctt gtg ttg tac aac tic cca tgt tct aag 197
Phe His Pro Met Gln Cys Leuw Val Leu Tyr Asn Phe Pro Cys Ser Lys
' 45 50 55
tca cat ttl ctlc gaa gec aca gt cCg 2gc tic aaa tca tca cle tec 245
Ser His Phe Leu Glu Ala Thr Val Pre Ser Phe Lys Ser Ser Leu Ser
60 65 70
aaa act ctc aga cac tat ctt cca tta tca gea aac tta tac tat cca 293
Lys Thr Leu Arg His Tyr Leu Pro Leu Ser Gly Asn Leu Tyr Tyr Pro
75 80 85

51



aac

Asn

cet
Arg
105
tce
Ser

act
Thr

gat
Asp

ata
Ile

gte
Val
185
atc
Ile

cta

Leu

gat
Asp

aaa

Lys

ECC
Ala
265

ceg
Fro

90
tat
Tyr

EEL
Gly

EEa
Gly

ttt
Fhe

gca
Ala
170
ate
1le

aaa

Lys

gct
Ala

cca
Pro

tat
Tyr
250
aca
Thr

acc
Thr

dda

Lys

cat
His

aat

Asn

cga
Are
155
ELL
Val

aac
Asn

gct
Ala

aac
Asn

aaa
Lys
235
caa

Gln

tac

Tyr

cat

His

cct

Pre

gaa
Glu

1te’

Phe
140
gac

Asp

caa
Gln

agt
Ser

tgg
Trp

aac
Asn
220

EEE
Gly

cCc

Pro

acc
Thr

gac

hep

EEC
Gly

Eac
Asp
125
cag
Gln

cCg

Pro

ate
Ile

cac
His

agt
Ser
205
aat

Asn

atc
11e

caa

Gln

tig

Leu

atg
Met

gac
Asp
110
aat

Asn

aga

Arg

gaa
Glu

aca
Thr

gEta
Val
190
aaa
Lys

tig
Leu

aaa

Lyvs

ccc

Pro-

aga
Arg
270

gat
Asp

95
tcg
Ser

acg
Thr

gat
ASD

ace
Thr

cic
Leu
175
ELL
Val

ELL
Val

att
Ile

tct
Ser

gca
Ala
255
aag

Lys

gat
bep

gtt
Val

act
Thr

1gc
Cvs

gaa
Glu
160
Lttt
Phe

EEC
Gly

gea
Ala

cca

Pro

ttg
Leu
240
aaa

Lys

aac

Asn

ES 2370 175 T3

gat
Asp

tet
Ser

act
Thr

gat
Rsp
145
tce

Ser

cca

Fro

gat
Asp

alg
Met

tct
Ser
225
cic

Leu

cat

His

gat
Asp

gaa
Glu

cta

Lew

gaa
Glu
130
caa
Gln

aat
Asn

BEL
Gly

ECE
Ala

tat
Tyr
210
tat
Tyr

lee
Trp

cte
Leuw

ate
1le

teg

Ser

acc
Thr
115
gaa
Glu

tte
Phe

ige
Cys

ECt
Ala

agt
Ser
195
gaa
Glu

gac
Asp

dac

Asn

cca

Pro

gag
Glu
275

52

aac alg ccc gag
Asn Met Pro Glu

100
gtt
¥al

tac

Tyr

tat

Tyr

aca
Thr

EEE
Gly
180
1ce
Ser

gac
hsp

aga
Arg

aag

Lys

aca

Thr
260
agg
Arg

gca
Ala

1t
FPhe

gat
hsp

gta
Val
165
ata
Ile

ata
Ile

gat
Asp

tca
Ser

ate
Met
245
gac

Asn

ctg

Lew

EAE
Glu

aat

Asn

cic
Leu
150
atc

1le

gt
Cys

Elg
Val

gaa
Glu

gtc
Val
230
aag
Lys

aag

Lys

2aa

Lys

tac
Tyr

tac
Tyr
135
ita
Leu

cca

Pro

clg

Leu

EEQ
Gly

EBE
Glu
215
ELlE
Val

aac
hsn

gic
Yal

acc
Thr

ate
e

tte
Phe
120
cie
Leu

cec
Pro

ctt

Leu

gee
Gly

ittc
Phe
200
att
Ile

aaa

Lys

etg
Val

cga

Arg

CEa
Arg
280

341

389

437

485

533

581

629

677

725

773

821

865



ate
lle

gca
kla

gaa
Glu

g1
Val

gga
Gly
345
aaa
Lys

att
11e

aga
Arg

ate
Ile

EEL
Gly
425
act
Thr

Eel
Gly

cga

aca
Thr

gaa
Glu

gat
Asp
330
aac
Asn

EEa
GCly

acc
Thr

caa

Gln

atg
Het
410
aag
Lys

atg
Met

ittt
Fhe

1cc

Ser

ECC
kla

caa
Gln
315
tig
Leu

tgc
Cys

Eag
Glu

get
Gly

EEL
Gly
395
EEL
Gly

ceg

Fro

tEE
Trp

ict

Ser

azg

Lys

tat
Tyr
300
gta
Val

aga

Are

Ett
Val

tia
Leu

atc
Ile
380
Eag
Glu

teg
Ser

aag
Lys

att
1le

tic
Fhe
460

aaa
Lys
285
gct
Ala

gtc
Val

tca

Pro

ctt

Lew

EEE
Gly
65
gtt
Val

att
11e

cct

Pro

aag
Lys

age
Ser
445
aat

Asn

cca gec
Pro Gly

Lgg aca
Trp Thr

caa gac
Gln Asp

aga ata
hrg lle
335
cca tct
Fro Ser
350
ctt Lttt
Leu Fhe

agc aag
Ser Lys

ittt cgt
Fhe Arg

aag tte
Lys Fhe
415
att gaa
Ile Glu
430
aag 1ct
Lvs Ser

aag aag

Lvs Lys

aca
Thr

tgc
Cys

agt
Ser
320
gat
Asp

Tttt
FPhe

aat

Asn

aaa
Lvs

Bgo
Ala
400
gat
Asp

cct
Fro

EEC
Gly

aaa

Lvs
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acc
Thr

ctt
Leu
305
gac

Asp

cCtl

Fro

ECE
Ala

gca
Ala

tat
Tyr
385
1ig
Leu

cte
Lew

BLE
Yal

E2E
Glu

1EC
Cys
290
gca
Ala

gac

Asp

cca
Fro

dadaa

Lys

ElE
Val
370
gac
Asp

tic
Phe

tac

Tyr

toceo
Ser

ttt
Phe

- 450

atg
Met
465

gat
Asp

iia

Leu

daa
Lys

E2E
Glu

11a

Leuw

dCE
Thr
355

gaa

Clu

tig
Leu

EEa
Gly

gas
Glu

att
e
435
gag
Glu

gct
Ala

53

tca
Ser

¢t
Ser

cacg
His

cca
Pro
340
acg
Thr

EtE
Val

tic
Fhe

aaa

Lvs

gtt
Val
420
gat
Asp

get
Gly

it
Fhe

tet
Ser

gca
Ala

itg
Leu
325
cct
Pro

cat
His

att
11e

aaa
Lvs

cga
Arg
405
Eat
Asp

aga

Arg

EE&
Gly

EEC
Gly

tte
Phe

gca
Ala
310
cte
Len

1ct

Ser

EEE
Gly

agt

Ser

gac
Asp
3580

Elg
Val

ttc

Phe

Eag
Glu

1tE
Leu

Eag
Glu
470

aca

295
gaa

Glu

atg
Met

tac

Tyr

ctt
Leu

gat
Asp
375
ita
Leu

tig

Leu

EBE
Gly

dBg
Arg

gag
Glu
455
tgt
Cys

atc

Ile

get
Ala

cce
Frao

It
Phe

tte
Leu
J60
gtc
Val

41

hsp

ECE
Ala

teg
Trp

acg
Thr
440
att

Ile

Iit
Phe

917

965

1013

1061

1109

1157

1205

1253

1301

1349

1397

1445
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aac agc ggt itg sag gat atlt taatitasaa aatigttiag ctitgatgca 14586
Asn Ser Gly Leu Lys Asp Ile

475
tgcgtittat atatgttptg amataatgtlg glgtgcaata actagagtaa ctttaggtta 1556
ataaaitcgg titttctgit aaatctggal gattcgtgca agcaaacigt cgatgcgttg 1616
gatggatgtc ggetegiete gagattgtig aagaaggaaa tggatgcttt ttttatggtg 1676
gtitgaagga tillgaatglg tagattattg gtitattgag gttgtttata tttgigtatg 1736
ttgtitatgc atgasaaata tttagalccc aacattttat glatgacgtg gtttaatatt 1796
tcgatttcga te 1808
<2108
<211:479
<212PRT
<213>Torenia

<2207
¢2gqysecuencia de aminoacidos de antocianina acil transferasa de Torenia

<400>8
Met Ala Val Glu Ala Pro Lys Thr I1le Cys Ala Val Leu Glu Asn Ser
1 5 10 15
Leu lle Thr Pro Gln Ser Thr Asp Thr Glu Gln Thr Leuw Ser Lew Thr
20 25 30
Phe Fhe Asp Ile Lys Trp Val His Fhe His Fro Met Gln Cys Leu Val
35 40 45
Lev Tyr Asn Phe Pro Cys Ser Lys Ser His Phe Leu Glu Ala Thr Val
50 55 60
Pro Ser Phe Lys Ser Ser Leu Ser Lys Thr Leu Arg His Tyr Leu Pro
65 70 75 80
Leu Ser Gly Asn Lew Tyr Tyr Pro Asn Pro Thr His Asp Met Asp Asp
85 90 95
Asp Glu Ser Asn Met Pro Glu lle Arg Tyr Lys Pro Gly Asp Ser Val
100 105 ' 110
Ser Lew Thr Yal Ala Glu Tyr Phe Ser Gly His Glu Asp Asn Thr Thr
115 120 125
Thr Glu Glu Tyr Phe Asn Tyr Leu Thr Gly Asn Phe Gln Arg Asp Cys
130 135 140
Asp GIn Phe Tyr Asp Leu Leu Pro Asp Fhe Arg Asp Fro Glu Thr Glu
145 . 150 155 160

54



Ser
Fro
Aep
Met
Ser
225
Leu
His
Asp
Thr
Leu
305
Asp
Pro
Ala

Ala
Tyr

385

Leu

Leu

Val

ksn

Gly

Ala

Tyr
210
Tyr
Trp
Leu
Ile
Cvs
290
Ala
Asp
Pra
Lys
Val
370
Asp
FPhe

Tyr

Ser

Cys

Ala

Ser
195
Glu

Asp

Asn

Pro

Glu
275
Leu
Lys
Glu
Leuw
Thr
355

Glu

Leuw

Gly

Glu

11e
435

Thr

Gly
180

Ser

Asp

Arg

Lys

260

Arg

Ser

SEer

His

Prao

340

Thr

Val

Fhe

Lys

Val
420
Asp

Val

165
Ile

Ile

Asp

Ser

Met

245

Asn

Leu

Ser

Ala

Leu

325

Fre

His

Ile

Lys

Arg
405

1le

Cys

Val

Glu

Val
230
Lys

Lys
Lys
Phe
Ala
310
Leu
Ser
Gly
Ser
Asp

390
Val

Pro
Leu
Gly

Glu
215
Val

Asn
Yal
Thr
Thr
295
Glu
Met
Tyr
Leu
Asp

375
Leu

Leu

Asp Phe Gly

Arg Glu Arg

Leu

Gly

Phe
200
11e

Lys
Val
Arg
Arg
280
Ile
Ala
Pro
Phe
Leu
360
¥al

Asp

Ala

Trp

Thr
440
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lle

Val
185
lle

Leu

Asp

Lys

Ala

265

lle

Ala

Glu

Val

Gly

345
Lys

Arg

1le

Gly
425
Thr

Ala Val

170
Ile

Lvs

Ala

Prao

Twr
250
Thr

Arg

Thr

Glu

Asp

330

Asn

Gly

Thr

Gln

et
410
Lys

Met

ksn

Ala

ksn

Lys
235
Gln

Tyr
Ser
Ala
Gln
315
Leu
Cys
Clu
Gly
Gly

395
Gly

Pro

Trp

55

Gln

Ser

Trp

Asn
220
Gly

Pro

Thr

Tyr
300
Val
Arg
Val
Leu
Ile

380
Glu

Ser

Lys

lle

lle

Hi

1P

Ser
205

Asn

Ile

Gln

Lew

Thr Leu Phe

175

Yal Val Gly

190
Lvs

Leu

Lys

Prao

Are

(270

285
Ala

Val
Fre
Leu
Gly
365
Val
11e
Pro

Lys

Ser
445

Pro
Trp
Gln
Arg
Fro
350
Leuw

Ser

Fhe

Lvs

lle
430

Val

Ile

Ser

Ala
255
Lvs

Gly

Thr

Asp

1le

335

Ser

Phe

Lys

Arg

Phe
415
Glu

Ala
Pro

Lew
240
Lvs

Asn
Thr
Cvs
Ser
320
hesp
Fhe
Asn

Lys

hla
400
Azp

Fro

Lys Ser Gly
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Glu Phe Glu Gly Gly Leu Glu Ile Gly Phe Ser Phe Asn Lys Lys Lys
450 455 460

Met Asp Ala Phe Gly Glu Cys Phe Asn Ser Gly Leu Lys Asp Tle

465 470 475

<210>9

€211>1252

<212>ADN

<213>Lirio

{220
{223>cﬂdificacién de secuencia de nucledtidos de dihidrofravonol
reductasa de Tirio

<400>9
aaacaatata tcgag alg atg agc ccc gt ELC ElE acC gga gCE agc gec
Met Met Ser Pro Val Val Yal Thr Gly Ala Ser Gly
1 5 10
tac glc gegt tca Lgg cit gtt atg aag cic ¢ttt Cgc gac gEc tac gcc
Tyr ¥al Gly Ser Trp Leu Val Met Lys Leu Lev Arg Asp Gly Tyr Ala
15 20 25
Ett cga gcc act gic aga gac cca acc aat gig gag aag acg aag CCE
Yal Arg Ala Thr Val Arg Asp Fro Thr Asm Val Glu Lys Thr Lys Pre
30 35 40
Ctg tlg gac ctc ccc Ega Ect gac gcg CLE Clc acc atc Lgg aag gca
Leu Leuw Asp Leu Pro Gly Ala Asp Ala Leu Leuw Thr Ile Trp Lys Ala
45 50 55 60
gac cl¢ gEC cCag gac gga agc ttc gac aag geg gtec geca gga lgc ace
Asp Leu Gly Gln Asp Gly Ser Phe Asp Lys Ala Val Ala Gly Cys Thr
65 70 75
ECE gic t1tc cac gic gcc acg ccc atg gat tic gag 1cc aag gac cca
Ala Val Phe His Val Ala Thr Pro Met Asp Phe Glu Ser Lys Asp Pro
80 85 a0
gaa aac gag glg atc asg CCE acc ata aat gEc gtt tra agt atc alg
Glu Asn Glu Yal Ile Lys Pro Thr Ile Asn Gly Val Leu Ser 1le Met
95 100 105
Bgg 1cc 1gt aag aag gEcC EEa acg BLC aaa CgC EtC EiC 11C act tca
Arg Ser Cys Lys Lys Ala Gly Thr Val Lys Arg Val Val Phe Thr Ser
110 115 120
tCc gcec BEE ACPE Elg gac gtg aaa gaa cal cag cag acg gag tac gac

56

51

93

147

195

243

291

338

387

435



Ser Ala Gly Thr

125
gag age
Glu Ser

BEC 1ZE
Gly Trp

gaa ttt
Glu Phe

cla gte
Leu Val
190
act gcg
Thr Ala
205
aag cac
Lys His

tac cte

Tyr Leu

cac gaa
His Glu

cclt 1gg
Pro Trp
270
BLC aga
Val Arg
285
Eag ttc
Glu Phe

Lgc gtc

teg
Ser

atg
Met

gca
Ala
175
gtc
Val

cta
Leu

gce
Ala

clg
Leu

gcc
Ala
255
ge

Cys

ace
Thr

d2g

Lys

EBE

L ¥:44
Trp

tat
Tyr
160
aga

Arg

EEL
Gly

tca

Ser

cag
Gln

aat
Asn
240
acc
Thr

ggc
GCly

ELE

Val

agc
Ser
145
ttt
Phe

EAE
Glu

cect
Pro

ttc
Phe

cte

Leu
225
CEC
Arg

atc
Ile

icc
Ser

cac

Asp
130
gac
Asp

Elg
Yal

aat

Asn

ite
Phe

ate
Met
210
gle
Val

coce

Fro

cac
His

ata
Ile

1te

¥al His Phe

250

tac ace gte
Tyr Thr Val

305

aag aag ctc

Yal

gte
Val

teg

Ser

EEC
Gly

ate
11e
195

aca

Thr

cac
His

Eaa
Glu

EaC
Asp

cCC
Fro
275
tet
Ser

gaa

Glu

ata

Lys

Eac
Asp

aag

Lys

ata
Ile
180

acc

EEA
Gly

ctt
Leu

ECE
Ala

cig
Leu
260
gaa

Glu

tcc

Ser

gaa
Glu

cCccC
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Glu

ttc
Fhe

act
Thr
165
gac
Asp

aca
Thr

aac
Asn

gac
Asp

aac
Asn
245
ECE

Ala

aag

aag

Lys

ate
Met

ctc

His

tec
Cys
150
Clg
Leu

Tic
Fhe

act
Thr

gaa
Glu

gac
Asp
230

EEE
Gly

dEE
Arg

tic
Fhe

LK
Arg

ttc
Fhe
310

cct

Gln Gln
135

aga cgt
Arg Arg

ECC Eap
Ala Glu

ata age
Ile Ser

atg cca
Ket Pro
200
gca cac
Ala His
215
cig tgc
Lev Cys

2EE 1ﬂ£
hrg Tyr

atg gte
Met Val

gac gec
hsp Gly
280
ctt tig
Lev Leu
295
gac gaa
Asp Glu

gag aat

57

Thr

glc
Yal

aga
Arg

atc
Ile
185
cce
Pro

tat
Tvr

gct
Ala

ata
lle

dEE
Arg
265
ate
Ile

gac

fsp

ECE
Ala

EEC

Glu

aag

Lys

gca
Ala
170
ate

1le

agc
Ser

cac
His

ECC

Ala

Lgc
Cvs
250

EaE
Glu

E3E
Glu

ctc

Leu

ata
11e

aac

Tyr

atg
Met
155
gcc
Ala

cece

Pro

atg
Met

ata
Ile

cac
His
235
tca

Ser

2EE
Arg

aag
Lys

EEE
Gly

CEE
Arg
315
ELE

Asp_
140
aca

Thr

tee
Trp

acg

Thr

ELE
Val

atc
Ile
220
att
Ile

teg

Ser

cac
His

gac
ksp

ttc
Fhe
300
tcg

Ser

gac

483

531

579

627

675

723

7n

819

867

915

963

1011
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Cys ¥al Glu Lys Lys Leu Ile Pro Leu Pro Glu Asn Gly Asn Val Asp

20 325 330
gca gct goc geEe Bet ama gac atg gtt cal gga gca gag gaa cal gec 10549
Ala Ala Ala Gly Ala Lys Asp Met Val His Gly Ala Glu Glu His Ala
335 340 345
cga att gct alg gas cta gaa cCa aaa aaa aag Eic aag tgaaatgtga 1108
Arg I1le Ala Met Glu Leu Glu Pro Lys Lys Lys Yal Lys
350 355 360

agatacaaca tittatgcgt atggacatta caatcttaga tgticaaggt ttcaaatigt 1168
atcttaagtg tatgatttat gttgacactc ggaagtitca tigaaatlaa taaazaggega 1228
tttgctcasa aaaaaaaaaa aaas 1252
<210>10
<£211>361
<212>PRT
©213>Lirio
<220> . .. . I .
(223>$$E$§nc1a de amincacidos que codifica la dihidrofravonol reductasa de
<400>10
Met Met Ser Pro Val Val Val Thr Gly Ala Ser Gly Tyr Val Gly Ser
1 5 10 15
Trp Leu Val Met Lys Leu Leu Arg Asp Gly Tyr Ala Val Arg Ala Thr
20 25 a0
Yal Arg Asp Pro Thr Asn Val Glu Lys Thr Lys Pro Leu Leu Asp Leu
35 40 45
Pro Gly Ala Asp Ala Leu Leu Thr Ile Trp Lys Ala Asp Leu Gly Gln
50 i) 60 )
Asp Gly Ser Phe Asp Lvs Ala Val Ala Gly Cvs Thr Ala Val Phe His
65 70 75 80
Yal Ala Thr Pro Met Asp Phe Glu Ser Lys Asp Pro Glu Asn Glu Val
BS a0 85
lle Lys Pro Thr [le Asn Gly Val Leu Ser Ile Met Arg Ser Cys Lvs
100 105 110
Lys Ala Gly Thr Val Lys Arg Val Val Phe Thr Ser Ser Ala Gly Thr
115 120 125
Val Asp Val Lys Glu His Gln Gla Thr Glu Tyr Asp Glu Ser Ser Trp

130 135 140
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Ser Asp Val Asp Phe Cys Arg Arg Val Lys Met Thr Gly Trp Met Tyr
145 150 155 160
Phe Val Ser Lys Thr Leu Ala Glu Arg Ala Ala Trp Glu Phe Ala Arg
165 170 | 175
Glu Asn Gly Ile Asp Phe 1le Ser 1le 1le Pro Thr Leuw Val Val Gly
180 185 1590
Fro Fhe 1le Thr Thr Thr Met Pro Pro Ser Met Val Thr Ala Leu Ser
195 200 205
Phe Met Thr Gly Asn Glu Ala His Tyr His Ile lle Lys His Ala Gln
210 215 220
Lev Val His Leu Asp Asp Lew Cys Ala Ala His Ile Tyr Leu Lew Asn
225 230 235 240
Arg Pro Glu Ala Asn Gly Arg Tyr Ile Cys Ser Ser His Glu Ala Thr
245 250 255
Ile His Asp Leu Ala Arg Met Val Arg Glu Arg His Pro Trp Cys Gly
260 265 270
Ser Ile Pro Glu Lys Phe Asp Gly lle Glu Lys Asp Val Arg Thr Val
275 280 285
His Phe Ser Ser Lys Arg Leu Leu Asp Leu Gly Phe Glu Fhe Lys Tyr
290 295 200
Thr Yal Glu Glu Met Phe Asp Glu Ala lle Arg Ser Cys Yal Glu Lys
305 310 315 320
Lys Leu 1le Pro Leu Pro Glu Asn Gly Asn Val Asp Ala Ala Ala Gly
325 330 - 335
Ala Lys Asp Met Val His Gly Ala Glu Glu His Ala Arg Ile Ala Met
340 345 350
Glu Leuw Glu Pro Lys Lys Lys Val Lys
355 360
210511
<211>1297
{212>ADN
<213>Nierembergia hybrida
<220

<223> codificacion de secuencia de nucledtidos de dihidrofravonol
reductasa de Nierembergia hybrida

<400311
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attcatacta catitticccpg tccitaagtia aattttattt

gaa
Glu

ttc
Fhe

20
ELL
Val

cta
Leu

EacC
Aszp

EEa
Gly

EQE
Glu
100
Eaa
Glu

tct
Ser

Eag
Glu

Ega
Gly

gca
Ala

att
1le

cat
His

cag
Gln

ttg
Leu

gta
Yal

85
aat
Asn

ica
Ser

gCct
Ala

acc
Thr

LEE
Trp
165

gLl
Val

gec
Gly

Ect
Ala

gaa
Glu

ECE
Ala

70
ttt
Phe

Eaa
Glu

tEgl
Cys

EEa
Gly

agc
Ser
150
atg
Met

cat
His

tct
Ser

act
Thr

tte
Lew

gta
Val

cat

His

Ela
Val

ELLl
Val

act
Thr
135
lEE
Trp

tac

Tyr

get
Ala

LEE
Trp

gtt
Val

40
cca
Pro

gaa
Glu

ete
Yal

ate
1le

dda
Lys
120
cta

Leu

dEC

Ser

ittt
Phe

agl ccg aca
Ser Pro Thr

ctt
Leu

25
CEL
Are

aaa
Lys

EEa
Gly

gee
Ala

aag
Lys
105
gca
Ala

gat
Asp

gac

Asp

gtt
Val

10
gtc
Val

gat
Asp

ECL
Ala

agC
Ser

act
Thr

a0
cca
Fro

a4ac

Asn

gtc
Yal

ttg

Leu

ica
Ser
170

atg
Met

cct
Frao

Eat
Asp

ttt
Fhe

75
cet

Pro

aca
Thr

aca

Thr

caa

Gln

gac
Azp
155
aag

Lys

ELL
Val

aga
Arg

Eag
Glu

ace
Thr

gal
Asp

atg
Met

ELC
Val

ELE
Val

EEE
Glu
140
ite

Phe

ata
I1e

tgt
Cys

cic

Leu

aac
Asn

45
dac

Asn

gaa

lu

Eat
ksp

Cag
Cln

aag
Lys
125
caa
Gln

ata
Ile

ctc

Leu

gte
Val

et
Lew

30
aag

Lys

tta
Leu

gce
Ala

tie
Phe

Ega
Gly
110
AEE
Arg

caa
Gln

aat

AsD

ECE
hla

60

clgasa atg pca age
Met Ala Ser

acc
Thr

15
Eaa
Glu

aag

Lys

acg
Thr

att
Ile

gag
Glu

95
atg
Met

Lig

Leu

aga

Lys

gcc
Ala

14

BEa
Gly

cgec

hrg

A4E
Lys

CLg
Leu

aaa
Lys

a0
tee

Ser

LLE
Leu

ETL
Val

cte

Leu

aag
Lys
160

23g

1
Eca
la

EEt
Gly

ELE
Val

LEE
Trp
B5

EEC
Gly

aag

Lvs

agc
Ser

1ic
Phe

1tc
Phe

145

aag

Lys

BCt

Glu Lyvs Ala

175

gct
Ala

iat
Tyr

aaa
Lys

a0
daa

Lys

tpt
Cys

gac
Asp

ate
Ile

act
Thr
130
tac

Tyr

atg
Het

gca
hla

Eega
Gly

aat
Asn

35
cat
His

ECE
kla

cas
Gln

cct
Fro

ata
Ile
115
tcE
Ser

gat
Asp

aca
Thr

atg
Het

103

151

199

247

295

343

391

439

487

&35

o83
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gaa gaa gct aaa sag aac aac att gat tiC altl age atc ata cca cca 631
Glu Glu Ala Lys Lys Asn Asn lle Asp FPhe lle Ser 1le lle Pro Pro
180 185 150 195
ctg git gtt Egl cca ttec atc acc cct 1cg tic ccg cct agt tta ate 679
Leu Val Yal Gly Pro Fhe Ile Thr Pro Ser Phe Pro Pro Ser Leu lle

200 205 210
act gcc cti lea cta att acl ggg aat gaa gct cac tac tge ate att T27
Thr Ala Leu Ser Leuw lle Thr Gly Asn Glu Ala His Tyr Cys Ile 1le

215 220 225
Aaa caa ggl caa tat gtg cat ttg gat gat ctt tgt gag gct tac ata 775
Lys Gln Gly Gln Tyr Yal His Leu Asp Asp Leuw Cys Glu Ala Tyr lle
230 235 240
ttc ttg 1at gaa cac cct aaa gca gag £Ea agg tic att tge teg tec 823
Phe Leu Tyr Glu His Pro Lys 4la Glu Gly Arg Fhe 1le Cys Ser Ser
245 250 255

cat cat gect atc atc tat gat gta got 2ag atg atc cga gaa aaa tgg 87
His His Ala lle Ile Tyr Asp Val Ala Lys Met 1le Arg Glu Lys Trp
260 265 270 275
cca gag tac tac gtt cect aca gag 11t aaa ggc atc gect aag gac cta g19
Pro Glu Tyr Tyr Val Pro Thr Glu Phe Lys Gly Ile Ala Lys Asp Leu

280 285 290
cct gtg Etg Ect 1ttt tCg tca aag aag 11§ aca gat atg egt 11l cag 967
Pro Val Val Ala Phe Ser Ser Lys Lys Leu Thr Asp Met Gly Phe Gln

295 300 305
ttc aag tac act ttg gag gat atg tat 2as ggE RCC att gag act tgt 1015
Phe Lys Tyr Thr Leu Glu Asp Met Tyr Lys Gly Ala Ile Glu Thr Cys
310 315 320
CEa cag aag cag tig cit ccc ttt tct acc aat agg cct tcg gaa aat 1063
Arg GIn Lys Gln Leu Leu Pro Phe Ser Thr Asn Arg Pro Ser Glu Asn
325 330 335

gga ctt gac aaa gaa gee att tcc att tct tct gaa aac ttt gea agt 1111
Gly Leu Asp Lys Glu Ala Ile Ser Ile Ser Ser Glu Asn Phe Ala Ser
340 345 350 : 355
pga aaa gag 8al gca cca gtt geca aat cac aaa gta aag tta aca agt 1159
Gly Lvs Glu Asn Ala Pro Val Ala Asn His Lys Val Lys Leu Thr Ser

360 365 370
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gtt gaa att tagaactgca atctticsaa tgtazaagag pcaagctige ctatcaacat 1218

Val Glu

Ile

cltigettel sspttgileal clatitgttt ctttaatget aaagcaglaa aaggttcaat 1278

gdadaadaaad aadaacaad

<210>12

<211>374
<Z12>PRT
<213>Nierembergia hybrida

<220>

£223»secuencia de aminodcidos de

<400>12

Met Ala
1

Ala Ala

Gly Tyr

Yal Lys

50

Trp Lys
&5

Gly Cys

Lys Asp
Ser lle
Phe Thr

130
Phe Tyr

145
Lys Het

Ala Ala

1le Pro

Ser Glu Ala Val His Ala

Gly Phe

20

Asn Yal
35

His Leu

Ala Asp

Gln Gly

Fro Gluo
100

Ile Glu

115

Ser Ser

hsp Glu

Thr Gly

Met Glu

180

Pro Leu

5
Ile Gly

His Ala

Gln Glu

Leu Ala

70

Val Phe
BS

fhzn Glu

Ser Cys

Ala Gly

Thr Ser
150
Trp Met
165
Glu Ala

Val Val

Ser
Thr
Leu

55
Yal
H?s
Val
Val
Thr

135
Trp

Tyr
Lys

Gly

Trp
Val

40
Pro

Glu

¥al

lle

Lys

120

Leu

Ser

Phe

Lys

Pro

dihidrofravono] reductasa de

Ser Pro Thr Val Cys

Leu

25
Arg
Lys
Gly
Ala
Lys
105
Ala
Asp
Asp

Val

Asn
185
Phe

10
Yal

hsp

Ala

Cer

Thr

a0
Pro

Asn

Yal

Leu

Ser
170

Asn

l1e

Het

Pro

Asp

Fhe

75

Pro

Thr

Thr

Gln

Asp
155
Lys

1le

Thr

62

Arg
Glu
Thr

60
Asp
Met
Val
Val
Glu

140
Phe

1le

Asp

Pro

Leuw
Asn

45
Asn

Glu
Asp
Gln
Lys
125

Gln

lle

Leu

Phe

Ser

Val Thr

15

Leu Glu
30

Lys Lys

Leu Thr

Ala Ile

Phe Glu
95

Gly Met

110

Arg Leu

Gln Lys

Asn Ala

Ala Glu
175

Ile Ser

190

Phe Pro

1297

Nierembergia hybrid:
Gly
Arg
Lys
Leu
Lys
20
Ser
Leu
Val
Leu
Lys
160
Lys

Ile

Pro



Ser Leu
210

Cys 1le

225

Ala Tyr

Cys Ser

Glu Lys

Lys Aszp
290

Gly Phe

305

Glu Thr

Ser Glu

Fhe Ala

Leu Thr
aro
<210>13
<211>20
<212>ADN

195

Ile T

Ile

I1e

Cer

Trp

215

Leu

Gln

Cys

Asn

Ser
355
Ser

Lys

Fhe

His
260

Pro

Pro

Phe

Arg

Gly
340

Gly

Val

£213»secuencia

<2202
<221>
<222>

Ala

Gln

Leu
245

His

Glu

Yal

Lys

Gln

329

Leuw

Lys

Glu

Lew

Gly
230
Tyr

Ala

Twr

Val

310

Lys

Asp

Glu

1le

Ser
215
Gln

Glu

Ile

Tyr

Ala

285

Thr

Gln

Lvs

Asn

artificial

223 Cebador DFR-2F

<400>13

caagcaatgg catcggaatc

<210>14
211522
{212>ADN
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200
Leu 1le

Tyr Val

His Pro

1le Tyr
265

¥al Pro

280

Phe Ser

Leu Glu

Leu Leu

Glu Ala

345
Ala Pro
360

205

Thr Gly Asn Glu Ala

His Leu
235

Lys Ala

250

hsp Val

Thr Glu

Ser Lys

Asp Met
315

Pra Phe

330

Ile Ser

¥al Ala

63

220
Asp

Clu

Ala

Fhe

Lys

S00

Tyr

Ser

Ile

A=zn

Asp

Gly

Lys

Lys

285

Lew

Lys

Thr

Ser

His
3B5

Leuw

Arg
Met
270
Gly
Thr
Gly
Asn
Ser

350
Lvs

His

Cys

Fhe
255
Ile

Ile
Asp
Ala
Arg
335

Glu

Yal

Tyr

Glu
240
11e

Arg
Ala
Met
1le
320
Pra

Asn

Lys

20
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£213>secuencia artificial
2200

221>

222>

{223>cebador DFR-2B

c400>14

tttccagtga gteggcpaaag 1c
<210>15

<211>20

{212>ADN

213»Secuencia artificial
220>

221>

222>

C2233Cebador ANS-ZF

<400>15

tggactcgaa gaactcgtec
<210x16

<211>19

<212>ADN

<213»secuencia artificial

<2200

221>

{222%

{29593Cebador ANS-2B
<400>16

cctcaccttic leccctigtt
{21017

<211>17

{212 ADN
{213»secuencia artificial
(220>

221>

(222

¢2293cebador ATC

400217

64

22

20

19



gayttyggit geggiaa

<210>18

(211>23

<212>ADN

¢213>Secuencia artificial
<2205

221>

{222

{223 ywebador Origo DT
<400>18

ttittttttt titttitcte gag
<210>19

<211>26

<212>ADN

<213»5ecuencia artificial
L2200

<2212

(222>

¢223>cebador RDF310

<400>19

ccctepagee ctigatggee togtcg
<210>20

<211326

<Z2125ADN

<213>secuencia artificial
220>

<2217

{2225

(223>Cebador RDFE30

<400>20

Egglcgacge ggccctoige tticgg
210321

<211>2934

{2125ADN

<213>Rosa

22>

ES 2370 175 T3
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17

23

26
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¢2293Secuencia de nucledtidos de prﬂﬁaier

<400>21
aagcticage
alggeataca
aggagaatgt
agcacgagleg
cagligatlct
ttgagaalgg
ttccaaacge
Cclaatacaaa
agaaticiga
tegattttga
ctigtictct
lgaggcaaat
atcggEagcce
gtgtagcaga
atgagacttt
tacataaatt
agtactcateg
tcaatgctca
aactttacge
iggctagaat
aattgaaaat
gEEagttaact
ttgcgateat
Cagacccaaa
agagtitgaac
ccataggget
cccacaatle
aCccgacatlaa
ttaatltataa
Elgcatagaa
catgattget
actgaagecic
gagetatateg
cccatacaaa

aagagttgaa
aaatglgaaa
tgaaagatct
tcatgaggec
ggctaatcat
agtaglcalc
getgccicaa
geaagtgaca
caaaggatgit
aattccagte
tgcagccctt
igalgatgtg
EEtiggtcct
accitigage
Lgctgcaagt
lgtctlagaca
aaccaattca
aciggtatec
atcitgacat
EBaaagctct
gctcatagge
caaacctace
ttgttcatee
cCgtattgtica
ccacaaticg
agaagtgaaa
gctctiglee
AlEgatigtt
atatcaaaag
taatitccaa
ataaataatt
agaaaapttt
agagcatgaa

taaaaccaac

Eaaataggea
gattcacttg
aatgatgagc
aglgaagaag
gecatggctc
actgagatea
aatgagacig
Eaagagaalt
ttgaagaata
ttggatgtiga
ttgtectgaat
CCcCcCccgette
aclectgatg
AcCAlgggale
ctecattigat
agaattggtc
Eagaaaactg
atgtagetee
tttgtatata
acggttttac
1ttatgttig
accaaactcg
aattatigtg
caacaaatcg
agcacccact
tcatttigatce
Caaaaagaac
agattatatt
ttgagatcat
actatataat
gtactcgtag
Algdaggtga
ccoccatgcat

tctictcace

cagageccalc
ctpatttate
actctettaa
acaasacclga
gaactgattt
gcaacatige
algatggatt
clgacagacg
tccttgaatt
aatitactiic
cgccpgaatle
glgaggagic
gtaattititc
cpaalctgca
agctictete
gitgtactate
gctgecatatt
catalcactt
acaaaatcag
CEcagglcaa
tcotecacet
aacccatctt
acactcgect
tgtctetege
acctatgtac
atetttasag
taatagttca
aaatacactc
cllataaalg
agccttcatt
Aggcatactt
gaaclgagaa
tecagctace
ilaagtctate

66

de chalcona sintasa de rosa

catglgetitt
cagaatttet
actagacgga
tggtaagage
tigtcagata
caaccoigat
taataacact
tecgaaggaa
ctcacgtgct
ictigaaagtl
aalgactigaa
tagcttgatt
tgtggataig
gElglgaaaca
1taataactt
gtegtgttttt
tigaggagtc
Caggeatict

gElctatiggg
titticatage

ClEgcgacea
ccataattta
accacccaaa
attaaacaca
gaagtcatga
aaalaaaage
gtgcaccgac
ttaggttatt
ttggetcagt
tictgatita
gtEtcttitt
EEECaageca
acctetcttt

atetitattt

gatgaatctg
tcatataglg
aticatgtgc
peipagaate
acagaapgaga
aaaactgata
caggalgalg
Etgacagaag
lctictgtleg
igcagtigcca
gcacctigtg
1ilggLEgaag
gattactata
tcaaatagec
tgttagtclig
ECCglgctil
tctgaatict
tctattetit
tgaaagtaat
tccacaagte
1E1tigtlEE
taatacaaat
atatcggtea
gctagaaaga
gEltceaglca
sapagttigaa

Etgtattitec

aataasaata
tacaccglicg
EClcatggga
atacagttgt
tttegtagtt
ttteccttctt
atggcagcic

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
240
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

16E0

1740

1800

1860

1920

1980

2040



ttgcttaatt
ctaccagccce
tgttttgtct
tttttttttc
acaattaagc
tgtaaaatta
cttgaatcac
agagtttgat
aggtatggta
atatttigtg
gegattttegat
ggggtticta
cccttctcaa
taacattttt
cccattttega

agctcatcta
aaaataaaac
tttttgtatt
tatttttttt
cattaaaacc
aaatatgatc
atctacgaac
tatggttatg
ctgttgetcet
cgettigttt
Cggcaacaca
acaaggtaat
actcctttte
gctttgetat
tcttctecteg

tattatatta
tgataatagt
gattttttta
tatagaaaaa
tatﬁattaat
gtattcttaa
atagattctt
tctttgtcca
atcaaattca
ggtaggtaaa
caccacaaaa
tgggcaggcea
catgtatata
tgtaacgcaa

acccttctcc

ES 2370 175 T3

tttatctata
caatttgatg
aaattaaaat
ttggcaaact
tatctttcaa
atgaétaaaa
ttcatccagt
cattttggtt
agtttgaatt
acgagagaac
aaccgtacac
cgtgatcccce
tacaacccct
caaaaactgc

gagatgggta

67

atatgtgtca
atattttttg
gacttcattt
ttcattatct
ttcgagtaaa
ctcacttaat
ctaaccatgt
tgtaaataaa
aaaagaaaaa
aaacgcattc
gatgcacgtg
cagctaccca

tttctcagad

tcattccatc

ccgagctcga

ctctgtctac
ttttttgttt
tttgtittttg
gttattgatg
tttaaaacgg

aatagtaata

ttgaatatat

tgtgcaacgg
aaaaaagacg
caaatcatgc
ccatttgeccg
cctctegett
cattatattc
cttgttecte
attc

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2934
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para producir una rosa caracterizado por la supresién artificial de la ruta de sintesis flavonoide de la
rosa y la expresion del gen del pensamiento que codifica la flavonoide 3',5'-hidroxilasa que presenta la secuencia de
nucledtidos que se muestra en la SEQ ID No 1 ¢ 3, donde la via de sintesis flavonoide de la rosa

se suprime mediante
(i) la supresioén artificial de la expresion de la dihidroflavonol reductasa endogena de la rosa; o
(i) la supresion artificial de la expresién de la flavonoide 3'-hidroxilasa endogena de la rosa.

2. Un procedimiento para producir una rosa de conformidad con la reivindicacion | (i), que comprende ademas la
expresion del gen que codifica la dihidroflavonol reductasa derivada de una planta que no sea la rosa.

3. Un procedimiento de conformidad con la reivindicacién 2, donde la planta que no es la rosa es el lirio, la Nierembergia
o la petunia.

4. Una rosa obtenida mediante el procedimiento de produccién de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3 0 su progenie o tejido que tiene las mismas propiedades que la rosa.

5. Una rosa obtenida mediante el procedimiento de produccién de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3 0 su progenie o tejido que tiene las mismas propiedades que la rosa, donde el color de los pétalos de la rosa es violeta.

6. Una rosa de conformidad con la reivindicacién 5 o su progenie o tejido que tiene las mismas propiedades que la rosa,
donde el color de los pétalos de la rosa pertenece al “grupo violeta” de conformidad con la tabla de colores de la Real
Sociedad de Horticultura (RHSCC).

7. Una rosa de conformidad con la reivindicacién 6 o su progenie o tejido que tiene las mismas propiedades que la rosa,
donde el color de los pétalos de la rosa pertenece al “grupo violeta” 8Sa u 85b de conformidad con la tabla de colores de
la Real Sociedad de Horticultura (RHSCC).
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Fig.l
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Fig.6
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Fig.8
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Fig.9
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Fig.10
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