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DESCRIPCION
Método para determinar en un rosal silvestre la presencia de cruzamiento con un rosal cultivado
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un método para determinar la presencia de cruzamiento con una rosa cultivada en
una rosa silvestre.

Técnica anterior

Puesto que siempre se favorecen las flores que tienen nuevos rasgos de la industria de las flores, el desarrollo de tal
tipo de plantas con flores es industrialmente importante. La mejora de la raza basada principalmente en cruzamiento
ha producido especies con una variedad de rasgos. Sin embargo, en la mejora de la raza basada en el cruzamiento,
los recursos genéticos disponibles se limitan a plantas susceptibles de cruzamiento estrechamente relacionadas, y
de este modo los colores y los rasgos que se pueden introducir son limitados en la mayoria de los casos, y ademas
es raro que las especies de plantas individuales tengan diversos colores y rasgos. En términos de color, por ejemplo,
era imposible producir rosas y claveles de color azul, campanillas o geranios de color amarillo mediante mejora de la
raza basada en el cruzamiento.

Sin embargo, el uso de la tecnologia recombinante de genes puede conseguir el desarrollo de una variedad de
rasgos mediante la introduccion de varios genes en las plantas que superen la barrera de la especie y mediante la
alteracion artificial de los metabolismos de plantas, etc. Por ejemplo, hay un ejemplo en el que en las rosas y los
claveles que no pueden producir delfinidina en el pétalo de la flor, se expresé el gen de la enzima flavonoide 3',5'-
hidroxilasa que es requerido para sintetizar delfinidina para producir delfinidina, permitié la creaciéon de flores de
color azul que no estén presentes en la naturaleza (Tanaka 2006).

Sin embargo, en Japon, la investigacion y el desarrollo, el cultivo, la distribucién, etc. de tales plantas recombinantes
de genes creados artificialmente son necesarios para cumplir con las regulaciones establecidas en la "Ley sobre la
Conservacion y Uso Sostenible de la Diversidad Bioldgica a través de las Regulaciones sobre el Uso de Organismos
Vivos Modificados" (Protocolo de Cartagena). En otros paises también, el cultivo en campos, etc. de las plantas
recombinantes de genes ha sido regulado basandose en leyes similares. En concreto, para las plantas cuyos
pélenes son fértiles y para las que existen una multitud de plantas susceptibles de cruzamiento estrechamente
relacionadas que existen en Japdn, es obligatoria la evaluacion de la capacidad de cruzamiento, o de la posibilidad
de proliferacion de genes de una planta recombinante con respecto a una especie silvestre estrechamente
relacionada.

En el caso de las rosas para las que se producen a una multitud de especies estrechamente relacionadas en Japén
y que son de varias flores y fructiferas, las cantidades que se deben analizar para determinar la presencia de
cruzamiento entre especies cultivadas y silvestres se convierten en enormes, y de este modo se esta buscando el
establecimiento de tecnologias analiticas simples y precisas. Hasta ahora, se ha informado sobre la que utiliza
microsatélites como marcador molecular (Debener 2003, 2006). Ademas, el analisis también se puede llevar a cabo
con un método de identificacion basado en la determinacion de la ploidia por medio de citometria de flujo. Sin
embargo, cualquiera de los métodos anteriores tenia el problema de que carecian de precisién, versatilidad y/o
simplicidad. Ademés, dado que las rosas cultivadas hoy en dia fueron creadas mediante cruzamiento artificial de
aproximadamente 8 especies silvestres, no fue facil obtener marcadores de ADN que pudieran distinguir las
especies cultivadas de las especies silvestres.

De acuerdo con la presente invencion, el gen KSN, un gen diana, es un gen implicado en la floracion perpetua de las
rosas obtenidas a partir de Rosa chinensis spontanea, y el gen se creé insertando un transposén aproximadamente
9 kb en el gen KSN de una rosa de floracion estacional. Se ha informado de que la insercién de un transposon sirve
para inhibir la expresién de dicho gen, lo que condujo a la desregulacion del control de la antogénesis en el apice del
brote, lo que dio como resultado la naturaleza de floracion perpetua (Ilwata et al., Publicacion de Patente Japonesa
No Examinada (Kokai) Num. 2006-149202).

Ya se ha dilucidado que las rosas de las especies cultivadas contienen, en la configuracion homéloga, dicho gen que
tiene un transposon insertado en el mismo. Por otro lado, las rosas de la especie silvestre tienen, en la configuracion
homéloga, un gen KSN que, en principio, no contiene un transposoén.

Segun se utiliza en la presente memoria, la Rosa chinensis es una de las especies silvestres que se convirtieron en
un antepasado de las rosas cultivadas y una rosa de floracion estacional R. chinensis spontanea es un linaje
mutante de la misma y una rosa de floracion perpetua.

Documento de Patente 1: Publicacién de Patente Japonesa No Examinada (Kokai) Nim. 2006-149202.
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Descripcion de lainvencion

Se ha informado sobre métodos para determinar la presencia de cruzamiento con rosas cultivadas en rosas
silvestres, pero carecen de la versatilidad. Otros métodos pueden ser concebibles, pero carecen de simplicidad y
precision. Por lo tanto, existe la necesidad de un método que pueda resolver estos problemas y pueda determinar si
las rosas silvestres se cruzan con las rosas cultivadas para que las plantas sean fructiferas y para las cuales se
produce una multitud de especies silvestres estrechamente relacionadas.

En los casos en que se va a determinar un nimero enorme de plantas individuales para determinar la presencia de
cruzamiento con el fin de examinar la posibilidad de proliferacion de genes de plantas recombinantes, se requiere
especificamente un método que permita una facil determinacién de si una rosa silvestre se cruza con una rosa
transformante como planta parental polinifera. Por lo tanto, la presente invencion tiene como objetivo proporcionar
un método que permita determinar facilmente si una rosa silvestre de interés se cruza con el polen de una rosa
transformante.

Después de una investigacion intensiva y exhaustiva con el fin de alcanzar el objetivo anterior, los autores de la
presente invencién han concebido la idea de que en una rosa silvestre, solo se puede detectar un gen KSN que
contiene un transposén cuando la rosa silvestre se cruza con una rosa cultivada, y han descubierto que utilizando un
gen KSN que contiene un transposén como indicador, se puede lograr el objetivo anterior, y de ese modo han
completado la presente invencion.

De este modo, la presente invencidon proporciona un método para determinar si una rosa silvestre de interés se
cruza 0 no con una rosa cultivada, comprendiendo dicho método las etapas de: examinar si un gen KSN que
contiene un transposon (indicador) esta contenido o no en la rosa de interés; y determinar que la rosa de interés esta
cruzada con una rosa cultivada cuando el individuo tiene el gen KSN que contiene el transposon.

Normalmente, en el cruzamiento de una rosa cultivada con una especie silvestre en un estudio para evaluar el efecto
de las plantas transgénicas en la diversidad bioldgica, la dispersién de polenes de especies cultivadas que da como
resultado el cruzamiento con especies silvestres en las proximidades presenta problemas. Asi, en el método de la
presente invencion, tipicamente la planta parental semillera es una rosa silvestre y la planta parental polinifera es
una rosa cultivada. Asimismo, tipicamente la rosa cultivada anterior es una rosa transformante que tiene un gen
introducido en la misma, en la que el gen puede ser un gen relacionado con el color tal como el gen de la enzima
flavonoide 3',5'-hidroxilasa derivada del pensamiento de la familia Violaceae .

Breve explicacion de los dibujos

La Figura 1 muestra el resultado de la deteccion del gen KSN mediante un método de PCR. La posicion de los
productos amplificados especificos del gen KSN que contienen intrones y del gen GAPDH (control interno) se
muestra mediante flechas.

Mejor modo de llevar a cabo lainvencion
Especies cultivadas y especies silvestres

En general, las rosas cultivadas son tetraploides (4x) y de floracion perpetua. En contraste, rosas silvestres son
generalmente diploides (2x) y de floracion estacional.

Las rosas cultivadas se pueden clasificar en hibrido de té, floribunda y miniatura, y todas contienen, en la
configuracién homologa, un gen KSN que tiene un transposon insertado en el mismo. Por lo tanto, rosas cultivadas,
segun se utiliza en la presente memoria indica rosas que contienen, en la configuracion homaéloga, un gen KSN que
tiene un transposon insertado en el mismo.

Por otro lado, las rosas silvestres nativas de Japdn incluyen NOIBARA (R. multiflora Thunb. ex Murray),
TERIHANOIBARA (R. wichuraiana Crep.), Hamanasu (R. rugosa Thunb. ex Murray), OOTAKANEBARA (R.
acicularis Lindl.), KARAFUTOIBARA (R. marretii Lev.), OOFUJIIBARA, AZUMAIBARA, YAMATERIHANOIBARA (R.
luciae Franch. et Rochebr.), YAMAIBARA (R. sambucina Koidz.), KAKAYANBARA, YAEYAMANOIBARA (R.
bracteata Wendl.), NANIWAIBARA (R. laevigata Michx.), SANSHOUBARA (R. roxburghii Tratt. var. hirtula (Regel)
Rehd. et Wils.), TAKANEBARA (R. acicularis var. nipponensis (Crép.) Koehne.), TSUKUSHIIBARA (R. multiflora var.
adenochaeta (Koidz.) Makino), MORIIBARA (R. luciae var. hakonensis Franch. et Sav.), FUJIIBARA (R. luciae var.
fujisanensis Makino), YABUIBARA, NIOIIBARA (R. luciae var. onoei (Makino) Momiyama), MIYAKOIBARA (R. luciae
var. paniculgera (Makino) Momiyama) y normalmente tienen, en la configuracién homologa, un gen KSN que no
tiene ningln transposoén insertado en el mismo. De este modo, rosas silvestres utilizadas en la presente memoria
indican plantas de rosa que tienen, en la configuracion homéloga, un gen KSN que no tiene un transposon insertado
en el mismo.
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Gen indicador
De acuerdo con el método de la presente invencion, preferiblemente el gen indicador es tal que:
(1) el gen indicador esta siempre presente en rosas cultivadas y no en rosas silvestres nativas.

(2) Las rosas cultivadas son tetraploides (4x), y debe estar presente un gen indicador para el cruzamiento en al
menos tres de los cuatro cromosomas homélogos, y puede estar presente preferiblemente en los cuatro
cromosomas homoélogos. Las rosas cultivadas son tetraploide (4x), mientras que las rosas silvestres nativas son
diploides (2x). Por lo tanto, los gametos producidos a partir de rosas cultivadas pueden ser generalmente 2x, las
rosas silvestres pueden ser X, y los hibridos producidos a partir del cruzamiento de las mismas pueden llegar a ser
triploides (3x). Basandose en esto, es imperativo que el gen indicador del cruzamiento esté presente en al menos
tres de los genes homdlogos de las rosas cultivadas. Teniendo en cuenta la posibilidad de que se pueda producir un
gameto haploide (x) por medio de meiosis heterogénea a partir de rosas cultivadas, sin embargo, se prefiere, para
una determinacién exacta, que el gen indicador esté presente en los cuatro cromosomas homdlogos.

(3) La misma secuencia que la secuencia parcial de la secuencia de bases del gen indicador no esté presente en las
otras regiones del cromosoma.

Con el fin de determinar la presencia de un gen indicador en la planta de interés, dicho gen debe ser amplificada
normalmente. Para este fin, resulta conveniente utilizar un método de PCR utilizando un par de cebadores que sean
homologos para la region del gen diana. En este caso, cuando esta presente una secuencia que se hibrida con dicho
cebador en otro gen distinto del gen diana, se puede obtener un resultado que indique la presencia del gen, incluso
si el gen diana nativo esté ausente. De este modo, este requisito es importante con respecto al disefio del cebador.

Gen indicador especifico

En cuanto al gen que satisface el requisito anterior, se puede mencionar un gen KSN que tiene un transposén
insertado en el mismo. Se ha demostrado que el gen KSN referido como gen relacionado con la propiedad de
floracién perpetua de las rosas (Publicacion de Patente Japonesa No Examinada (Kokai) NUm. 2006-149202) existe
como un gen completo que codifica 519 aminoacidos en las especies silvestres mientras que en las especies
cultivadas se ha insertado un transposon de aproximadamente 9 kb en el segmento del intrén. Por lo tanto, puesto
gue este transposén no esta presente en las especies silvestres, pero presente en las especies cultivadas, el gen
KSN que contiene este transposon satisface el requisito expuesto en el apartado (1) anterior.

Asimismo, el gen KSN que contiene este transposon esta presente en los cuatro genes de las rosas cultivadas. De
este modo, este gen satisface el requisito establecido en el apartado (2) anterior.

El gen KSN que contiene este transposon también satisface el requisito expuesto en el apartado (3) anterior de
seleccién de cebadores.

Cebadores y sondas

La secuencia de bases del gen KSN (SEQ ID NO: 1) y la de un transposon (SEC ID NO: 2) insertado en el mismo
son ya conocidos. El gen KSN que tiene este transposén insertado en el mismo esté especificamente presentes solo
en las rosas cultivadas. Con el fin de detectar el gen KSN que tiene este transposén insertado en el mismo mediante
PCR, es necesario utilizar, como par, un cebador que tiene una secuencia idéntica o sustancialmente homdloga a la
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1 y un cebador que tiene un secuencia idéntica o sustancialmente homdloga a
la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 2. Ademas, las condiciones generales que deben cumplir el cebador, y
cualquiera de los cebadores son un oligonucleétido con un tamafio de 10 bases o mas, preferiblemente 15 bases o
mas, y 50 bases 0 menos, preferiblemente 30 bases o menos.

Teniendo en cuenta el propdsito de la presente invencion, se prefiere que ninguno del par de cebadores hibride con
una region distinta de dicho transposon, aunque la regién que se va amplificar en el transpos6n no esta limitada
especificamente. Como ejemplo de un par de cebadores que satisface tales requisitos, se pueden mencionar un
cebador directo: CATATTATGGCATAGGGTGTGGC (SEC ID NO: 3) y un cebador inverso:
TGTAATCTGTAGGAGATCCCATGC (SEQ ID NO: 4).

Deteccion del gen indicador

La extraccion de ADN de las rosas, la amplificacion por PCR, etc., y la deteccién de los productos amplificados se
pueden llevar a cabo de acuerdo con los métodos convencionales.
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Ejemplos

De aqui en adelante, se explicaran los detalles de la presente invencién con referencia a los ejemplos. A menos que
se especifique lo contrario, los métodos de biologia molecular utilizados estan basados en Molecular Cloning (Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 2001), Plant Physiol. (2003) 132, 1652-1663.

Ejemplo de Referencia 1.

Adquisicién de un gen especifico para una rosa cultivada mediante el analisis de ADN polimérfico amplificado al azar
(RAPD)

Con el fin de determinar la presencia de cruzamiento de una rosa cultivada con una rosa silvestre, se utilizé la
deteccién de polimorfismo de genes mediante el analisis RAPD en un intento de obtener un gen que esté
especificamente presente solo en la cultivada rosa. De cada hoja de una especie silvestre (R. paniculigera) y una
especie cultivada (lavande y WKS82), se extrajo ADN gendmico usando DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) de
acuerdo con un método recomendado por el fabricante. Se prepar6 una reaccion de PCR que comprendia 10 ng del
ADN gendmico extraido, 2 UM de cualquier cebador (grupo de cebadores de Common de BEX, CMN-AQ0), 0,4 mM
de una mezcla de dNTP, 1 x tampén Ex Taq, y 0,05 U de Takara Ex Tag.

La reaccion comprendia, después de reaccionar a 94°C durante 5 minutos, 25 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 55°C
durante 1 minuto y 72°C durante 2 minutos, y finalmente se hizo reaccionar a 72°C durante 7 minutos. El producto
de PCR obtenido se sometid a una electroforesis en gel de agarosa al 0,8% para comparar el patron electroforético
entre las especies silvestres y las especies cultivadas. Las bandas que fueron detectadas especificamente en las
especies cultivadas se escindieron del gel de agarosa, y se purificaron mediante el GENECLEAN Turbo Kit
(Funakoshi KK) de acuerdo con un método recomendado por el fabricante. Finalmente, se subclonaron por medio
del vector pCR2.1 TOPO (Invitrogen) de acuerdo con un método recomendado por el fabricante, y se sometieron a
andlisis de secuencia para determinar la secuencia.

Se analizé la secuencia de cada fragmento amplificado. Se crearon los cebadores Oligo de aproximadamente 20
unidades que contenian una secuencia de cebador comun presente en ambos extremos de cada fragmento, y se
examinaron las combinaciones de cebadores oligo para los cuales se detectaron especificamente los productos
amplificados solo en las especies cultivadas (lavande, WKS82). Con 10 ng de cada ADN gendmico de R.
paniculigera, lavande y WKS82 como la molde, se prepard una reaccion de PCR que comprendia 2 pM de cada
cebador oligo, 1 x mezcla dNTP, y 0,05 uM de tampén Ex Taq. La reaccién comprendia, después de reaccionar a
94°C durante 5 minutos, 25 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto y 72°C durante 2 minutos, y
finalmente se hizo reaccionar a 72°C durante 7 minutos. Los productos de PCR obtenidos se sometieron a una
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% para comparar las combinaciones de cebadores oligo para las cuales se
examinaron los productos amplificados detectados especificamente solo en las especies cultivadas. Como resultado,
se seleccionaron las combinaciones de cebadores oligo que se cree que proporcionan bandas solo en las especies
cultivadas, y se sometieron a un experimento que se muestra en el Ejemplo de Referencia 2 siguiente.

Ejemplo de Referencia 2.

Determinacién de la presencia de cruzamiento en la progenie con la deteccidon de un gen especifico como un
indicador

Para las plantas obtenidas polinizando artificialmente con polen de una rosa cultivada una rosa silvestre, se
determiné la presencia de cruzamiento utilizando como indicador la deteccion de un gen especifico para la
combinacion de cebadores oligo que se pensaba que eran especies cultivadas especificas obtenidas en el Ejemplo
de Referencia 1. De la hoja de cada progenie obtenida, se extrajo ADN genoémico usando el DNeasy Plan Mini Kit
(Qiagen) de acuerdo a un método recomendado por el fabricante.

A continuacion, utilizando esto como molde, se sometieron a la reaccion 2 uM del cebador, 0,4 mMI de una mezcla
de dNTP, 1 x tamp6n Ex Taq y 0,05 U de Ex Taqg. La reaccion comprendia, después de reaccionar a 94°C durante 5
minutos, 25 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto y 72°C durante 2 minutos, y finalmente se hizo
reaccionar a 72°C durante 7 minutos. El producto de PCR obtenido se sometié a una electroforesis en gel de
agarosa al 0,8% para confirmar la deteccion de bandas especificas. Sin embargo, aunque la morfologia de la planta
individual aparentemente mostraba un rasgo intermedio, no se obtuvo ninguna correlacion con la presencia de
bandas especificas. Esto sugiri6 que el marcador RAPD obtenido aqui puede no ser el contenido los cuatro
cromosomas homologos, pero puede derivar de una secuencia génica presente solamente en algunos de los cuatro
cromosomas homologos de las especies cultivadas. De este modo, se determind que era apropiado como indicador
para la presencia de cruzamiento.
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Ejemplo de trabajo 1.
Determinacion de la presencia de cruzamiento en la progenie con la deteccién del gen KSN como indicador

Se poliniz6 una rosa silvestre con polen de una rosa cultivada, y para la planta obtenida, se determind la presencia
de cruzamiento utilizando como indicador la deteccion del gen KSN (documento W0O2004/070036) que contenia un
transposon que se sabe que se detectada especificamente en rosas de floracion perpetua. Se disefiaron un cebador
de hebra + de este gen y un cebador de cadena inversa en el transposén insertado y prepararon con el fin de
permitir la determinacion de la presencia de la insercién de un transposon.

De la hoja de cada progenie obtenida por medio de cruzamiento artificial, se extrajo ADN gendmico utilizando el
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) de acuerdo a un método recomendado por el fabricante. Utilizando éste como molde,
se prepararon un total de 2,5 ml de una disolucién de reaccién que comprendia 0,2 uM de cada uno de un cebador
directo KSN1F3: 5'-CAT ATT GCA TAG GGT GTG GC-3' (SEC ID NO: 3) y un cebador inverso KSN1nsR3: 5'-TGT
AAT CTG TAG GAG ATC CCA TGC-5' (SEQ ID NO: 4), 0,2 uM de una mezcla de dNTP, 1 x tampén Ex Tag, y 0,625
U de Ex Taq y se sometieron a reaccion. La reaccion comprendia, después de reaccionar a 94°C durante 5 minutos,
25 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto y 72°C durante 2 minutos, y finalmente se hicieron
reaccionar a 72°C durante 7 minutos. El producto de PCR obtenido se sometié a una electroforesis en gel de
agarosa al 0,8% para confirmar la deteccion de una banda especifica de aproximadamente 1,2 kb. Asimismo, se
confirm6 que la morfologia de la planta individual obtenida mostraba un rasgo intermedio entre los de las especies
cultivadas y las especies silvestres.

De este modo, para las plantas implicadas a partir de cuya morfologia se puede determinar que son un cruce de la
especie cultivada y la especie silvestre, se confirmd la presencia del gen KSN que contenia el transposon.
Basandose en esto, se determind que las plantas individuales que tienen un gen KSN que no contiene el transposon
no son un cruce de la especie cultivada y la especie silvestre. Teniendo en cuenta esta caracteristica, se indico que,
cuando se utilizé una especie que tenia un gen KSN que no contenia un transposon por linea materna, se puede
determinar la identidad del cruzamiento confirmando la presencia de un gen KSN que contiene un transposon en la
planta individual progenie.

Ejemplo de Trabajo 2.
Determinacion de la presencia de un gen KSN en rosas silvestres

Con el fin de determinar si una rosa silvestre podria ser un sujeto para el método de determinacion de la presente
invencién, se evalud la presencia de un gen KSN que contiene un transposon en cada rosa silvestre. Como rosas
silvestres, se utilizaron NOIBARA (R. multiflora Thunb. ex Murray), TERIHANOIBARA (R. wichuraiana Crep.),
Hamanasu (R. rugosa Thunb. ex Murray), OOTAKANEBARA (R. acicularis Lindl.), KARAFUTOIBARA (R. marretii
Lev.), OOFUJIIBARA, AZUMAIBARA, YAMATERIHANOIBARA (R. luciae Franch. et Rochebr.), YAMAIBARA (R.
sambucina Koidz.), YAEYAMANOIBARA (R. bracteata Wendl), NANIWAIBARA (R. laevigata Michx.),
SANSHOUBARA (R. roxburghii Tratt. var. hirtula (Regel) Rehd. et Wils.), TSUKUSHIIBARA (R. multiflora var.
adenochaeta (Koidz.) Makino), MORIIBARA (R. luciae var. hakonensis Franch. et Sav.), FUJIIBARA (R. luciae var.
fujisanensis Makino), YABUIBARA (R. luciae var. onoei (Makino) Momiyama), MIYAKOIBARA (R. luciae var.
paniculgera (Makino) Momiyama) para determinar la presencia de un gen KSN que contiene un transposén
(documento W0O2004/070036) de acuerdo con un método descrito en el Ejemplo de Trabajo 1.

Como resultado, no se detectdé ningun producto especifico amplificado (tamafio amplificado pronosticado:
aproximadamente 1,2 kb) del gen KSN que contiene un transposo6n en ninguna de las rosas silvestres. Por otro lado,
el producto amplificado del gen GAPDH que servia como control interno se detectd en todas las especies silvestres.
Por lo tanto, en estas rosas silvestres, no se reconocio la presencia de un gen KSN que contiene un transposon.

A partir de lo anterior, se determiné que el método de la presente invencién que utiliza un gen KSN que contiene
transposdn como indicador puede utilizar favorablemente una rosa silvestre como sujeto de ensayo.

Ejemplo de Trabajo 3.
Validacion de la presencia de cruzamiento con una rosa cultivada en la progenie obtenida por cruzamiento artificial

Para un individuo progenie para el cual la planta parental semillera es una rosa silvestre y la planta parental
polinifera es una rosa cultivada, la presencia de cruzamiento se evalué utilizando el método de determinacion de la
presente invencion.

De acuerdo con un método convencional, inmediatamente antes de la floracién de las especies silvestres, se
llevaron a cabo la emasculacion y el embolsado, y cuando el estambre alcanzé la plena madurez, los polenes del
anfitrion (WKS82) y un transformante (WKS82/130-4-1 y WKS82/130-9-1) se acoplaron la mafiana de un dia
agradable. A continuacion, se llevé a cabo de nuevo el embolsado para evitar el acoplamiento de otros poélenes, y se
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examino la presencia de la formacion de semillas. El polen utilizado se obtuvo mediante la recuperacion de la antera
antes de la escision, que se dejé que reposara en un desecador que tenia gel de silice, y a continuacién se obtuvo el
polen fresco de la antera que escindi6 el dia siguiente.

Como planta madre para el cruzamiento, las especies silvestres utilizadas fueron R. multiflora Thunb. ex Murray, R.
wichuraiana Crep., y R. rugosa Thunb. ex Murray.

La presencia de la formacion de semillas fue confirmada para el fruto para el que no se observé una caida de frutos
fisiolégica, sino que se observé el cuajado del fruto en el punto temporal de mas de 2 meses después del
cruzamiento. Ademas, se recuperaron las semillas obtenidas, y después de un tratamiento de enfriamiento a 4°C
durante 3 meses, se sembraron. Con el fin de confirmar la presencia de cruzamiento con el anfitrién o el
transformante y la presencia de la transmisién del transgén en los mismos, se realizé un método de PCR de acuerdo
con un método descrito en el Ejemplo de Trabajo 1 para el andlisis.

Cuando las semillas se sometieron a un tratamiento de enfriamiento, la brotacion, que se observa por lo general en
aproximadamente un mes, no se observo ni siquiera después del paso de 3 meses. Por lo tanto, se recuperd de
nuevo una parte de las semillas sembradas que no brotaban, y se sembraron para un andlisis similar. De las
semillas recuperadas de nuevo, se extrajo ADN gendmico usando Nucleon PHYTOPURE for PLANT DNA
EXTRACTION KIT (Amersham Biosciences) de acuerdo con un método recomendado por el fabricante. Ademas,
después de su amplificacion mediante REPLI-g Midi Kit (QIAGEN), se analizé la presencia de cruzamiento con el
anfitrion o el transformante y la presencia de la transmisién del gen introducido en los mismos mediante un método
de PCR utilizando como indicador la presencia de un gen KSN que tiene un transposon insertado en el mismo.
Como control interno, se utilizé el gen de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

Cebador especifico del gen GAPDH
Rh GAPDH-237F: 5'-TGT CAT CTC TGC CCC AAG TAA GG-3' (SEQ ID NO: 5)
Rh GAPDH-724R: 5'-CAA CAT CCT CAT CGG TGT AAC CC-3' (SEC ID NO: 6)

Los resultados se muestran en la Tabla 1 y la Tabla 2. La tasa de cuajado de fruto fue muy baja incluso cuando se
utilizaron cualquiera del anfitrion y el recombinante como el plantas parentales poliniferas. La plantula obtenida se
analizd por medio de un método de PCR, en el que se detectdé un gen KSN que contenia un transposon y se
reconocio el cruzamiento de las especies silvestres con el anfitrién o el transformante, pero no se detecto el transgén
derivado del transformante. Ademas, cuando se recuperaron de nuevo las semillas sembradas que no brotaban y se
observo si eran vélidas o no, la mayoria de ellas estaban "vacias (sin contenido de semilla)" y solo se confirmaron
embriones normales para una fraccidon de las plantas. Para éstas, se llevd a cabo un analisis similar mediante el
método de PCR, en el que se detectd un gen KSN que contenia un transposon y se reconocié el cruzamiento de las
especies silvestres con el anfitrion o el transformante, pero no se detecto el transgén derivado del transformante. Se
pensaba a partir de esto que el transgén no se transmitia a la progenie, debido a que, por ejemplo, el transgén no
estaba contenido en la célula de polen del transformante.

Por lo tanto, se pensd que incluso si el transformante se cruzaba con las especies silvestres (R. multiflora, R.
wichuraiana, y R. rugosa), no hay posibilidad de que el transgén sea transmitido a la progenie, debido a que, por
ejemplo, el transgén no estaba contenido en la célula de polen del transformante.

Para R. wichuraiana, no se confirmaron embriones normales en ninguna semilla.

Por lo tanto, utilizando el método de determinacion de la presente invencion, se puede evaluar muy facilmente la
presencia de cruzamiento entre una rosa silvestre y una rosa cultivada. Asimismo cuando el transgén no puede ser
transmitido a la progenie, debido a que, por ejemplo, el transgén no esta contenido en la célula de polen del
transformante, generalmente es a menudo dificil el andlisis de cruzamiento. Sin embargo, utilizando el método de
determinacion de la presente invencion, se puede determinar facilmente la presencia de cruzamiento. Por lo tanto, la
presencia de cruzamiento se determina primero utilizando el método de determinacion de la presente invencién y
cuando se determina que ha habido cruzamiento, es posible estimar si el transgén esta presente en la célula
germinal del parental de cruzamiento mediante la investigacion de la presencia de la transmisién del transgén.
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Ejemplo de trabajo 4.
Validacion de la presencia de cruzamiento entre una rosa silvestre y una rosa cultivada en condiciones naturales

Utilizando el método de determinacion de la presente invencion, se evalué la presencia de cruzamiento entre una
rosa silvestre y una rosa cultivada en condiciones naturales.

Al aire libre, la especie silvestre (R. multiflora) se coloc6 a una distancia de 1m y 5m del anfitrién o el transformante
para investigar el cruzamiento con la especie silvestre en condiciones naturales. Este estudio se llevé a cabo en
condiciones en las que el anfitrién y el transformante y R. multiflora florecian simultdneamente. Las flores de R.
multiflora que florecieron antes del inicio de este estudio se retiraron todas antes del inicio de este estudio, y a
continuacién se colocaron en una posicién predeterminada.

La presencia de la formacion de semillas se confirmo para el fruto para el cual no se habia observado una caida de
frutos fisiologica, pero se habia observado cuajado de fruto el punto temporal de mas de 3 meses después de la
finalizacion del estudio. Ademas, las semillas obtenidas se recuperaron, y después de un tratamiento de
enfriamiento a 4°C durante 3 meses, se sembraron. Con el fin de confirmar la presencia de cruzamiento con el
anfitrion o el transformante y la presencia de la transmision del transgén en los mismos, se llevd a cabo de acuerdo
un método de PCR de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo de Trabajo 1 para el analisis.

El resultado se muestra en la Tabla 3. Para las plantulas obtenidas a partir de las semillas cosechadas a partir de
cualquier posicion, no se detectd ningiin gen KSN que contuviera el transposén o no se observé cruzamiento del
anfitrion o el transformante con R. multiflora.

Esto sugirié una posibilidad nula o muy baja de cruzamiento del presente transformante con la especie silvestre (R.
multiflora) en condiciones naturales.

Por lo tanto, mediante el uso del método de determinacién de la presente invencion, se pudo evaluar muy facilmente
la presencia de cruzamiento entre una rosa silvestre y una rosa cultivada. Asimismo cuando el transgén no puede
ser transmitido a la progenie, debido a que, por ejemplo, el transgén no esta contenido en la célula de polen del
transformante, en general, el analisis de cruzamiento es a menudo dificil. Sin embargo, mediante el uso del método
de determinacion de la presente invencion, se puede determinar facilmente la presencia de cruzamiento, y de este
modo, también se podria analizar facilimente la presencia de la transmision del transgén en el cruzamiento.
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Ejemplo de Trabajo 5.

Validacion de la presencia de cruzamiento con una rosa cultivada en semillas cosechadas de una rosa silvestre
nativa

Utilizando el método de determinacion de la presente invencion, se evalud la presencia de cruzamiento entre un
silvestre nativa con un cultivada rosa en condiciones normales.

De acuerdo con el método descrito en el Ejemplo de Trabajo 3, a partir de la semilla cosechada de un rosa silvestre
nativa, se llevé a cabo un andlisis de PCR utilizando la presencia de un gen KSN que tiene un transposoén insertado
en el mismo como indicador para validar la presencia de cruzamiento con un rosa cultivada. Como control interno, se
utilizé el gen de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

Resultados y Discusion
Los resultados se muestran en la Fig. 1y en la Tabla 4.

En el andlisis de aproximadamente 1.800 semillas cosechadas de un total de 17 sitios, no se detectaron productos
amplificados especificos (tamafio amplificado pronosticado: aproximadamente 1,2 kb) de un gen KSN que contenia
un transposoén a partir de cualquiera de las semillas. Por otro lado, el gen GAPDH que servia como control interno se
detecto en todos los individuos.

A partir de lo anterior, se determiné que no existe cruzamiento con una especie cultivada en todas las semillas
cosechadas de las rosas silvestres nativas.

Por lo tanto, mediante el uso del método de determinacion de la presente invencion, se pudo evaluar muy facilmente
la presencia de cruzamiento entre una rosa silvestre y una rosa cultivada.
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Tabla 4. Resultado del andlisis de las semillas cosechadas de rosas silvestres nativas

NGm. |Nombre de |Numero |Num. de frutos “UNum. |”Nam de |Presencia de Tasa de
de la especie |de total de |semillas cruzamiento con una | cruzamiento
Muestra plantas semillas |analizadas |rosa cultivada con una
florecidas NUm. de |Nam. Numero Numero gjﬁi?gga (%)
frutos de de de
cuajados |andlisis individuos |individuos
cruzados |no
cruzados
1 R. 30 5 5 23 13 0 13 0,0
paniculigera
2 R. 50 37 37 227 79 0 79 0,0
paniculigera
3 R. 10 3 3 15 12 0 12 0,0
paniculigera
4 R. 5 2 2 20 16 0 16 0,0
paniculigera
5 R. 100 46 46 270 233 0 233 0,0
paniculigera
6 R. 10 2 2 3 1 0 1 0,0
paniculigera
7 R. 20 4 4 27 5 0 5 0,0
paniculigera
8 R. 300 176 176 695 380 0 380 0,0
paniculigera
9 R. 100 102 102 428 75 0 75 0,0
paniculigera
10 R. 10 7 7 40 22 0 22 0,0
paniculigera
11 R. 300 200 20 169 109 0 109 0,0
paniculigera
12 R. 50 34 10 100 88 0 88 0,0
paniculigera
13 R. 50 18 10 67 42 0 42 0,0
paniculigera
14 R. 40 18 10 80 27 0 27 0,0
paniculigera
15 R. 100 15 10 86 65 0 65 0,0
paniculigera
16 R. 5000 1000 100 792 600 0 600 0,0
paniculigera
17 R. onoei 500 29 29 129 52 0 52 0,0
- - 6675 1698 573 3171 1819 0 1819 -

*1), 2): Se produjo una diferencia en el nim. total de semillas recuperadas y el nim. de semillas analizadas
debido a que las semillas vacias (sin contenido de semillas), las semillas para las cuales fue imposible la
extraccion de ADN, y las semillas para las cuales no se observd una amplificacion del gen de control

mediante PCR se excluyeron del sujeto del presente analisis.
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LISTA DE SECUENCIAS

<223> Secuencia de nucledtidos del gen KSN de rosa

<400>1

atg gca aga
Met Ala Arg
1

gtr ettt gat
Val Leu Asp

acc aaa cte
Thr Lys Leu
35

gcc aaa ccet
Ala Lys Pxo
50

act ctg gtg
Thr Leu val
65

ttg aag gag
Zeu Lys Glu

gat gt aca
Asp Val Thr

aac ata gga
Asn Ile Gly

e =

1i5

atg
Met

rac
Tyx
zZ0

abtc
val

aga
Arg

atg
Met

cac
His

e v A
Phe
100

ate
Ile

tcg
Sar

et
Phe

tte
Phe

gtt
val

aca
Thr

cog
Leu

a5

gga
Gly

cac
His

gaa
Glu

ace
Thr

aat
Asn

qag
Glu

gac
Asp
70

cac

Hisg

aga
Arg

agg
Arg

cct
Pra

coa
2ro

gaa
Gly

att
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5%
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Pro

tag
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gag
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Lt
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tta
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ace
Thr

cat
His
40
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Gln

cab
Asp

att
Ile

atg
Net.

gty
val
1290

gtc
Val
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Thy
25

aaqg
Glu
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Gly

gtt
val

gtyg
Val

gtg
Val
105

Lt
Phe

gttt
Val
10

Aaa

Lvs

cre
Leu

qgc
Gly

cot
Pro

aca
Thxr
90

age
Ser
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val

14

gga
Gly

atg
Met

tce
Fhe

gac
Asp

Qqgc
Gly
T5

gac
ASD
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Tyr

ctt
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act
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Pro

atyg
et
&0

cct
Pro

atct
Ile

Jgag
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x Phe
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gtc
Val

ot
Ser
45
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Ser
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atg
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125

ata
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act
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qca
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gac
Gly

cca
Pro
110

cag
Gln

gga
Gly
15

cac
Tyr
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ace
Thr
35

agg
ATQ

aaa
Lvs

-
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asD

age
Ser

ace
Thr

LLe
Phe
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>

a0

aca
Thr

CCa
Pro

cga
Axg

48
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240
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15

15

agg cag tcg gtg aac cca cct tet tca agg gat cac Lbte aac ace ¢ga 432
Arg Gln Ser Val 2sn Pro Pro Ser Ser Arg Asp His Phe &sn Thr Arg
130 135 140
age tue goa ge¢ gaa aac gac cte gab ¢kt cet gtt get gec gkt tac 480
Ser Phe ala Ala Glu Asn Asp Leu Gly Leu Pro Val Ala Ala Val Tyr
145 150 155 160
tC aat dgcg Cag aga gaa acyg gcea gca aga aca ¢ge tag 51%
Phe Asn Ala Gln Arg Glu Thr ala Ala Arg Arg Arg
165 170
<210> 2
<211> 8925
<212> ADN
<213> Rosa sp.
<221> CDS
<222> (1)...(516)
<223> Secuencia de nucledtidos del transposon en gen KSN de rosa
<400> 2
tgtaagtaca ttggectatt accattcaac atatgatbtlbe ccactacgac gaggaaaced &0
gagcttcaayg gaagcaaaga gaaagatcac aagatcggtt cttgaagaca agatcaagle 1290
aaatcgagtc actgatetng agrttaatgt gtattcatte cstattggtt ggtataaate 180
taaattgata tgcatatcgg ttgtattaag tcaataatee ¢ttatgcatt aaaazggttt 240
Lraacatgca tatcaatttg agaccttgtt aggaaagrat cgattgeaca tbteaaaaact 300
grittaaatce ttuctébatt tatcttaate aattatcaag aaaagatttyg attgagggagy 350
agttttbcotc ccttataaaa aggtttcaaa actaasgtit tgtotagagt ttttgacgge 420
Lgaaactygt tbtetottbga acttcttgtt ttgttcaaar cgtiticgaa agacectott £B0
taattgtttc atgrtattact thgcataate tittacatcc actctcaaga tcagtgatte 540
aattgagbga aaggaaggct gaagattgat tgectggaat gbtgaatcta gagttagaat £00
ggttgraaaa caagttagea tttgttgeta agasaaggtg tttgrtugtga acascactac 660
ttgrattctg tasactcetag tgtitaatat tggattgatt tttogtgttg gotacgttaa 720
aagceacgea gtgaagttte ctcagtggag aggtttacac tgegttagea aatcttcegrg T80
teatgtatea tactitettbt gattazacte ttgagaaaaa gtattutate aacactggot 840
ccatetagta trLtcaattyg geateagage gggttotaga accttctaga gatoecagga 900
sagatggaac attcacgtga tagggcetact gggggateta taaatagtec tceoctgghboe 960
gaaggtggat gtgaaaasta cactcaatgyg aagattleca tgaaatcata cctotatget 1020
cazgatgaac acgtgtgcaa catogtagaa aatggotgga grtgtacetat gacaaaagea 1080
jasgaagaag gogottbcecac taccactere aaaccaagga aggactggac tgaggsagaa 1140
gttegtaact tgoaagcaga tttcaaageg aagaacages bettceacage cctatcggag 1200
cgggeaaaac tgaggataac teattgtgag actgeorasge aggeatggga tcetoctacaq 1260
attacatacg aaggaaatas caaggracglt gcacagaaac tgcaageact gatttitgaa 1320
Ltogaaacca tgactatgge agatgatgga accgrtggaty acttccatygg tagaattott 1380
aaaatctecg atcagltglen cagtetagga geaccttttg atgaagataa aatagtcasd 1440
aagatactea gggcetetgec ggaaaaattt cact¢aaage ttacgagoat agaggactot 1500
Lbtgatatag stgattater acttgatgag ctcatcggas attbgaaaac ctatgagatg 1560
atgttazaac clgagaagan dqacaagogoe gragoecttcoa sagcagtgaa agaaattugaa 1820
qQaggaagaag gatcactaga tottgetcta ctgacgaagy fatbcaaaaa atttotcaas 15880
agoeasgeact cobotaaaan cacgaatgeot cccagaagga ataaccatat tggeagtagt 1740
aacaacaglg actacaalag lasgaatgus agaggaaact tcaaaggaaa tcactcaagy 1800
aaaccaaaat gotatgaalbg tgghbggttte ggtcacalbi clactgactyg tggaaatagg 1380
aageltggaa acagcaacaa caggteacto ctticaactt ggagtgatgae tgaatcteaa 1320
gaaattgaaa atgtggotelt Dgtebeatca Ltgtlgecty attotgaaag tgatgagtat 1980
ttctotgatg atgatgaaac aaatgtbogo Lgcaaacaac Lclacaaage ttoaaaggcoo 2040



actctgatta
aaggtggaga
gtgagtgaat
aatgagrate
aacttggaac
agattcatga
genectecany
gtacgtgect
agigtaaggg
acrgoleaac
aagattggec
gaaaaatgta
agatiaacty
accagaaaaa
cttttogtee
gettraactyg
agacacatga
tractecacgt
craggtatac
agogrcagoe
gleclLaaato
catattcaag
gaaacctitg
ttatcttcoa
Lgtggagact
acaacctcac
agbotiggayg
gltaaaclict
ttaatcattg
actgagtbta
ttetcagote
ctagacatgyg
gecgabtcagea
actgettacy
agtcoctogtt
gatngtgtgt
actegtgtbtg
gtaacatttg
tntouggaag
agagggttca
gacggtccga
ggaaatgtat
tttcggteerg
tggattageg
ctaccaagge
gatgntaaag
gtogaaggac
ttacttctat
gectlbbctaga
gatccacaca
gcecteoctegag
ggatccatag
gtotatgoty
tetotcatog
chacaaghas
ctgatcaaga
actaagttaa
aleggaagtt
tgtgotogat
cagctatagtgg

gaaacttgag
aactzattcga
cggcagacct
tLcaacaagat
tgttagegaa
agtttgata:c
atacatotag
caaaaccate
aaggtastce
acaggracgce
atatcagacce
ctgtcgaaac
aaattgttte
Lrazaagcaa
gtgoctagcsa
cartigetea
crtggagacaa
ttggagatgg
craacerraa
atttggerga
Agaaaggiga
caaatgaatc
aactttggea
aacaatgtgt
qeaaggtbyy
aagtattgga
gtaagageta
Losaagacan
agaaacaatba
azaatgocte
czalaacoece
ctagagtabth
ctgocttgota
agetagbgaas
acattatacy
tocttggggta
ttatggaatc
cagaltacate
aggaagagga
agcaagttca
tgacazggag
tactgtgtce
tatccattat
ccatgcaaga
ctagtaagktg
gnaacgtoat
ttgactttas
ccattgettg
atggatttct
acctagatcsa
coctggtatga

raaaacatt
atgatattgt
aaagtgaatt
agcagataga
gacteggbet
gcgaagatea
tgctctatct
ttcaagcaaa
caggracags
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cttggaaaaa
atccrcacaa
acaaggtgac
caaacttcta
aaatgaguct
cagctecact
actaggatac
tgtagagcag
aaaccaacat
aaaccctaga
tagatgtaarn
cttacaggtt
Tcaaaagaac
aaatcattgo
aattcatcaa
caaacgacga
aacctggron
gaggaaages
aaarvgtgtta
tgactatgaa
aggtatcatyg
tretagtteg
cagaaagatyg
cogaggoteg
daagrasact
actattacac
catactagta
anxctgaaaca
atcLaalaac
ttLttetaac
traacanaant
actacacgcl.
cacaataaat
aggtaanaag
Aagatagagas
ttetetgaac
cattaatgtt
accottereg
aatccatgac
aaazgatcac
aaaggcrgea
cattaccgaa
tgaaccnaaa
tgaactgaat
caatgttata
ftaggaataaa
cgagactttt
tcatctecygy
tcaggaggaa
tgtctaccgg
gagactatce
gtttotgaaa
atrtiggtice
tgaaatgage
cacaggttog
tactteccaag
tgaaggaaaa
cactgccage
ceecanagas
taattgtgge

gaagtagatt
tctgecatoaa
caaasgatac
gaactggatg
crtacaacatg
cccatgteca
actggagaag
aragatgues
catcaggtaa
acctttgteco
gaacoglits
gagcttaaag
ccresaacktyg
tecectagttg
cgotcreaca
gatttttggt
acttcattrg
aacactctag
ttcgttgaag
gatgtgtggt
ggaggtatga
cagtceigtt
ggacatatca
ccazatttaa
aaggoaccte
avggatctoa
grTgtagaty
tttgagtect
tagtttagtga
tactgtcatyg
gggactagtgg
goaggblban
agagtattee
ccaaatgtta
cacctigota
agcagageat
tctattgaty
gtoacacctt
aacattittig
tccactceaag
gticaggtaa
aatttggrtaa
aatattaagg
cagtttacta
ggasclaagl
goecagactag
gctootgtag
Licaaatbgt
gtttatgtag
ctcaagaaag
actcatellg
cgaaccaczaa
actkbctazat
atgtgtgety
tttctoctote
aagacagega
tcaglltgate
agacctgaca
tctcacctagr
cttrtctata
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tectgaggac
aactggagaa
tgacgtugaa
ttaaaggaca
agttaaaatkt
agtractrgg
attccaaaag
cecttgatga
aacttgacea
ctactigtca
taaacttaca
aacaaaagga
aaagaagaaa
gtgazactga
ttgaggcaac
atgttgacag
agcatgaaaa
crtogaggtac
gattaactgc
Ltaacaaaca
gatctgttga
Tgtctgttaa
acrvatcagga
aaggtaaaac
acagaatggt
tgggaccage
atccercasy
ttaagaactt
gaataagate
agecoggtat
aaaggaaaza
graaaaactt
ttanaccang
aacacrrrca
agtttgacge
atagggtrta
atcaatgrgt
cacagaatac
azccagetne
atatcaccgg
gtcocotntga
goatgaseat
cagcetrgte
ggaatgatgt
ggattticag
Ltgetcagaqg
ctaggttgga
ttocaaatgga
agcagectee
cookgbatgg
tggaazaaug
atgacattgt
accttgtcaa
aactazcgta
aatcazsaata
ccaatcccat
cgactctcta
tetecttacay
acgctgtcaa
ccbbcgacac

tgaazsaagaa
sagcaaacte
gactgaaaag
aagagcecty
aactcaagaa
atcaggaaaa
cacczaatte
tcatgtcaaa
agaatcccecce
Ccactgtggt
attttctcaa
acteattaac
agatgtetgg
tgatacatgc
ttgtttagta
cggttgreas
caccootgga
agtaaacact
aaatctgatt
gagatgtttg
caactgttas
atccacagag
cttgoctgaaa
tgacaagatg
aaattetgey
tcaatctgaa
atacaccrgg
gagtcaaaaa
agataatgga
grcacatgag
tagggtacre
TTgggotgan
aaatgatosa
cgTLnragac
tagaactgat
caataaaaga
gsaacaggaa
tgaaacatca
cacccaaagn
caatcraaca
gotaagtgaa
tatatcToat
gratgataac
atggtactta
naatnaaage
atattcacag
atctgttaga
Lgtcagaact
aggtttoecaa
gotaaageaq
gtatgetaga
catigooceas
agaatttcaa
tttecttgga
cgekbgagaac
gagtacaacl
togaagtatby
totggygtotyg
aagaataalc
taatgtagaa

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
4640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3080
3120
318D
3240
33390
33690
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3200
3%40
4020
4080
4140
4200
4260
4320
438¢
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
46380
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5540



attgcaggat
gggggatgtt
atatcctogt
cbttggataa
tatgacaaca
cacactgate
agetttgtge
aggtttgaaa
accgtecact
gaaatgtaca
aaattgtgta
agecctatgby
gaactgetee
gtggtgaackt
agtaatcagg
gotetrtaca
tocettgttat
ttacatgagt
toggaccatyg
cttcacteck
cttctatcac
gaatacatca
gtgattaaac
acttgcaaag

cgttLectt
ttgaggggga
ctoococattt
ttcactacat
aggrtectte
aggacascac
tntecacece
aagtctceegt
ggacgacargy
gatcecggaac
geaggagect
caccgreace
acttgattcoe
goataageoac
gotacttgga
tagtgattag
ttgaatggga
staattbeocr
gateggttet
attcattceca
aabtaatcccl.
gaaagtateg
titatcaagaa
tanagbottg
guicaaalcy
LCacatbtcac
cotggaatgl
gaaaagglgl
ggattgattt
ggttltacact
tgagaaaaaqg

<210>3

<211> 23

actectagatge
ctttecattgg
ctactgcaga
agocaaatges
ctagtgetart
tccgatatca
ccactgnaaa
tgttgaggaa
attgattgag
tattttcagt
ctcatgttta
gtggcatgte
rtttgereac
ttctaggatt
ccttagceogt
caraacataa
gettagtace
aatatccgte
attceetagcte
tntntacgac
aagtrLacte
tgettegtac
Ttogetatat
gaaacgatcce
¢cettgatggt
gaagttatct
gagecgttct
atagentece
acccacktgct
cgectgeete
ggcatgcate
gatcagatte
caTrcLeLre
atgcagegeoc
gtogeoaccag
aggerrigty
tcttacttca
agatactctt
teecggaaaayg
tgtrrtacetg
atgccocaaaqg
actacgacga
Lgaagacaayg
tattggtigg
Lalacatban
atbtgcacall
aagatttgat
tgtaggattt
ttttecgaaaa
tttcaagate
tgaatctaga
tigllglgas
ttogtgttgy
gegtltagoaa
tattttatca
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tgactgggaa
caacaatetqg
agctgastat
tcatgartac
taacatcacht
ctttattagg
tocaacttget
tgeectaggy
aaaattgtga
cabgtatell
g tcac tgaat
tectbttgtt
ataactaatct
cgtaanzaac
ggtgaactc
aarcatgcag
ctaagaacatc
actazaatnaa
cttnttagga
actaaaatct
cttaaggces
Locrgaacrat
gttctetect
TcTgatatac
aatctgeeta
gcatgeatat
ccocaatcggae
Lcgueteccr
ctctcaccat
ctocagaaga
gtacacgcag
tagtggctga
tggtregaac
acccreccgqg
aggaaagere
aggaattitoa
ttceCcgtete
aggatgettyg
gatggaaact
tgaaaccraa
ggggagatty
gJoaaaccogoa
atcaagrecaa
taltaaatcta
anbtggtbrtt
caaaaacugt
tgagggggag
ttgacggetg
acectettta
agrgarceaa
gttagaatgg
caacsactact
ctacgttaaa
atcttecgtgt

cactggttc

gguastttaa
gtugeetygge
gtogoocgeryg
ggratatcte
aagaatecty
gatttggoog
gatctgtoca
atatgtteta
tcctagtate
aatgtbatca
caagtaaccc
ttctotcaaa
ceoLeLrene
ganaacggaa
ctaangtttg
acaactacte
ctgttetggy
ggagatcttt
gatttcatga
cttbctaagec
aactatgage
gtgeoticaa
cgatatgace
ttgecagatte
caattaatuet
acctagggea
gtgttcottg
cggattutac
ggrtegcotea
agatcgeoag
reggagueet
ctggogaatt
tecgtcatgee
gtrtgacgcet
ggattccatg
cgtgeectece
cgeatteota
ctattacecat
gattoctrLac
crigcaggac
taagtacatt
gcttocaagga
atcecagtcac
aattgatatg
aacatgoaca
ctrtaaatett
tttrtecteee
aaacTggtee
attgitteat
LLgagtgasaa
ttgraaaacc
Lgtattoctgt
agecacgeaqg
catgtatcat
cataetaglalb
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agagatcgaaa
atagtaagaa
gaagttgetg
aaggtaaglt
ttcaacacte
aacaaaacatc
ctaagectcet
agcattaagq
ccttgatcac
tgeettatle
tactatgcat
tgagattcag
aaagtaatca
aattgtatcce
caagaaacga
gagactotet
ggttactgag
gactccanta
getttactLt
ccacatcatyg
accaattctt
ctaagtgate
Tatgcactca
coLgaatacta
ccataatgac
aataaatcqgt
gcottentaa
tertgglrgt
cagcaaacaa
gcagcectgeca
celecleetg
gettgectea
ctgaccacte
ceceggtecat
gatgaagagqg
cattcaaagg
acscertityg
tcttaagtaa
tccaagtage
aaaagargaa
ggcctattee
agcaaagaga
tgatcttoag
catatcggtc
tcaatttgag
tctatactta
ttataaaaagy
ctotttgaac
gtatcacttt
goaaggoetaa
aagtcagcat
daactotant
Lgaggtttce
actttokttg
tttea

aaceacttoa
aceaaactge
cacacaaata
gtoctattote
cegaacaaag
acttgagtta
tgacactget
canaatgaty
agtoactagt
tgzacaaaty
otteacctat
tgaagtagac
ggrectagry
catctetcaa
gctggtgage
ccatcganca
aagagtettg
nacatgtgceo
agttcteLea
gtratattca
attgttgaga
tgtgctetct
ttgecttgac
ttcttggeoter
tatgcetaag
cataactten
aaccraacty
creLgtotge
ctegacttay
gagccgggat
tetetetgga
cgacggacar
tcacacagga
cecatgecat
aatctetgoa
gggagasgta
gtgtgtaact
tecgratctty
acccrttgrt
aaatcatgeog
cattcaacat
aagatcacaa
cttaatgtgt
grattaagte
accttgttag
tcttaatcaa
gLTrcaaaac
tteottgtttr
geataatert
agattgattyg
ctgttgcotaa
gtotaatatt
Lcagtggaga
atraaactoc

3700
5760
5820
SBEO
5940
6000
G060
6120
6180
6240
6300
6360
5420
6480
6540
6600
656U
6720
6780
6840
6500
6560
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
T740
7800
TEE0
TO20
T980
3040
2100
8160
8220
2280
8340
3400
2460
8520
8580
8640
8700
3780
3azo
gaao
8925
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<221> fuente
<222>
<223> / nota = "Descripcion de secuencia artificial: Cebador directo”

<400> 3
catattatgg catagggiol ggo

<210>4

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<221> fuente

<222>

<223>/ nota = "Descripcion de secuencia artificial: Cebador inverso"

<400> 4
Lgtaatotgt aggagatooc atge

<210>5

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<221> fuente

<222>

<223>/ nota = "Descripcion de secuencia artificial: Cebador

<400> 5

tgtocatobot gooocasgba agg
<210> 6
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<221> fuente
<222>

<223>/ nota = "Descripcion de secuencia artificial: Cebador

<400> 6
caacabothe atoggbgtas oo

18
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar si una rosa silvestre de interés esta cruzada o no con una rosa cultivada,
comprendiendo dicho método la investigacion de la presencia de un gen KSN que contiene un transposon indicador,

en donde se determina que la rosa silvestre de interés no esta cruzada con una rosa cultivada cuando no esta
presente un gen KSN que contiene un transposon indicador en dicha rosa silvestre de interés; o

en donde se determina que la rosa silvestre de interés esta cruzada con una rosa cultivada cuando esta presente un
gen KSN que contiene un transposoén indicador en dicha rosa silvestre de interés.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la planta parental semillera es una rosa silvestre y la
planta parental polinifera es una rosa cultivada.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde dicha rosa cultivada es una rosa que tiene un gen
insertado en la misma.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde dicho gen es un gen relacionado con el color de la flor.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el gen relacionado con el color de la flor es el gen de la
enzima flavonoide 3',5'-hidroxilasa derivada del pensamiento de la familia Violaceae.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la deteccién de dicho gen
indicador se lleva a cabo a través de hibridacion de acidos nucleicos de dicho gen.

7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicha deteccion se lleva a cabo
a través de la amplificacion especifica mediante PCR.

8. El método de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde dicha PCR se lleva a cabo a través de un cebador directo:
CATATTATGGCATAGGGTGTGGC (SEC ID NO: 3) y un cebador inverso: TGTAATCTGTAGGAGATCCCATGC
(SEQ ID NO: 4).

9. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicha rosa silvestre es una
planta de rosa que tiene, en la configuracion homaologa, un gen KSN que no contiene un transposon.

10. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde dicha rosa silvestre es
NOIBARA (R. multiflora Thunb. ex Murray), TERIHANOIBARA (R. wichuraiana Crep.), Hamanasu (R. rugosa Thunb.
ex Murray), OOTAKANEBARA (R. acicularis Lindl.), KARAFUTOIBARA (R. marretii Lev.), OOFUJIIBARA,
AZUMAIBARA, YAMATERIHANOIBARA (R. luciae Franch. et Rochebr.), YAMAIBARA (R. sambucina Koidz.),
KAKAYANBARA, YAEYAMANOIBARA (R. bracteata Wendl.), NANIWAIBARA (R. laevigata Michx.),
SANSHOUBARA (R. roxburghii Tratt. var. hirtula (Regel) Rehd. et Wils.), TAKANEBARA (R. acicularis var.
nipponensis (Crép.) Koehne.), TSUKUSHIIBARA (R. multiflora var. adenochaeta (Koidz.) Makino), MORIIBARA (R.
luciae var. hakonensis Franch. et Sav.), FUJIIBARA (R. luciae var. fujisanensis Makino), YABUIBARA, NIOIIBARA
(R. luciae var. onoei (Makino) Momiyama), MIYAKOIBARA (R. luciae var. paniculgera (Makino) Momiyama).

11. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde dicha rosa cultivada es una
planta de rosa que tiene, en la configuracion homologa, un gen KSN que tiene un transposon insertado en el mismo.

12. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde dicha rosa cultivada es
hibrido de té, floribunda o miniatura.

13. El uso de un par de cebadores para amplificar un gen KSN que contiene un transposon indicador en un método
para determinar si una rosa silvestre de interés se cruz6 o no con una rosa cultivada de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 12, comprendiendo dicho par un cebador que tiene una secuencia de bases idéntica o
sustancialmente homologa a la regién de la secuencia de bases mostrada en el SEC ID NO: 1 y un cebador que
tiene una secuencia de bases idéntica o sustancialmente homoéloga a la region de la secuencia de bases mostrada
en el SEQ ID NO: 2.

14. El uso del par de cebadores de acuerdo con la reivindicacion 13 que comprende un cebador directo:
CATATTATGGCATAGGGTGTGGC (SEC ID NO: 3) y un cebador inverso: TGTAATCTGTAGGAGATCCCATGC
(SEQ ID NO: 4).
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Fig.1
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DETECCION DEL GEN KSN MEDIANTE UN METODO DE PCR
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