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Zusammenfassung:

Die vorliegende Erfindung betrifft ein isoliertes Nukleinsiure-
molekiil, umfassend eine Nukleotidsequenz, welche fiir ein Poly-
peptid mit Chalkon 3-Hydroxylase-Aktivitat kodiert, wobei die
Nukleotidsequenz SEQ ID Nr. 1 umfasst oder mindestens 60% Iden-
titat zu SEQ ID Nr. 1 aufweist oder in der Lage ist mit einem
Molekiil umfassend die Sequenz aus SEQ ID Nr. 1 zu hybridisieren,
wobei die Nukleotidsequenz fiir ein Polypeptid kodiert, welches. -
das Motiv FASRPLSX1X»G(X3)p (GSAGGD), umfasst, wobei X Threonin
oder Serin, X, Alanin oder Glycin, X3 eine beliebige Aminosiure,
m eine ganze Zahl zwischen 50 und 200 und n 0 oder 1 ist.
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Die vorliegende Erfindung betrifft Nukleinsduremolekiile, um-
fassend eine Nukleotidsequenz, welche fiir ein Polypeptid mit
Chalkon 3-Hydroxylase-Aktivitat kodiert.

Die Bliitenfarbe ist eine der auffallendsten Eigenschaften
von Zierpflanzen und ist daher ein bedeutender Faktor fiir ihren
Marktwert. Neben der traditionellen Ziichtung gewinnen gentechni-
sche Ansidtze zur Schaffung neuer Sorten immer mehr an Bedeutung.
Beispiele dafiir sind die Erzeugung blauer Nelken sowie die der
so genannten blauen Rose, welche bereits weltweit in sehr vielen
Liandern kommerziell erhdltlich sind.

Die Auspridgung der Bliitenfarben basiert hauptsédchlich auf
-der Anwesenheit von zwei verschiedenen Pigmentgruppen, den Caro-
tinoiden und den Flavonoiden. Fiur die Bildung der roten, blauen
und lila Bliitenfarbe ist hauptsdchlich die Flavonoidklasse der
Anthocyane verantwortlich, wdhrend gelbé Blitenfarbe in den
meisten Fdllen durch die Akkumulation von Carotinoiden entsteht.
In einigen Pflanzenarten wird die gelbe Pflanzenfarbe jedoch von
gelben Flavonoiden und deren biosynthetisch verwandten anthoch-
loren Pigmenten (Chalkone und Aurone) gebildet. Daher kann eine
Modifikation des Chalkon- bzw. Flavonoidstoffwechsels entschei-
dend zur Veridnderung von Bliitenfarben beitragen. Neben der Zich-
tung von Pflanzen mit blauen Bliiten ist die Einfihrung der gel-
ben Bliitenfarbe in Zierpflanzen, von denen keine oder nur ver-
einzelte gelbe Sorten erhdltlich sind, von besonderem Interesse.
'Oft fihren nur kleine Anderungen in der Pigmentstruktur zu dras-
tischen Farbverdnderungen. Dies gilt vor allem fiir die Anzahl
der Hydroxylgruppen in den Grundstrukturen.

Obwohl viele Flavonoide in chemisch reiner Form eine blass-
gelbe Farbe aufweisen, fihrt ihre Anwesenheit in Petalen nicht
zur Auspridgung von gelber Blitenfarbe. Die sogenannten ,gelben
Flavonole“ weisen neben dem gewdhnlichen 5,7-
Hydroxylierungsmuster des A-Rings eine zusdtzliche Hydroxylgrup-
pe in Position 6 oder 8 auf, die eine Absorptionsverschiebung in
den lingerwelligen Bereich und damit eine Verstdrkung der gelben
Farbe bewirkt. Die Anwesenheit solcher hoher hydroxylierten Ver-
bindungen fiihrt zur Ausprdgung gelber Bliitenfarbe. Quercetagetin
wurde zuerst als gelbes Pigment in verschiedenen Tagetes-Arten
identifiziert und kommt auch in den Bliten von Rudbeckia hirta
vor.

Gelbe Flavone stellen die Hauptpigmente in einigen Bliiten
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von Asteraceaen dar. Wahrend die gewdhnlichen verbreiteten Fla-
vone nicht zur Ausprdgung von gelben Bliitenfarben fiihren, be-
wirkt die Anwesenheit einer zusitzlichen Hydroxylgruppe an der
Position 2° des B-Rings von Luteolin eine Gelbfarbung des Pig-
ments. Isoetin (2’-Hydroxyluteolin) wurde als gelbes Hauptpig-
ment von Heywoodiella oligocephala identifiziert. Die Einfiihrung

einer Hydroxylase, welche die 2’-Hydroxylierung katalysiert,
kénnte zur Bildung von gelb gefdrbten Flavonen in den Bliiten
transgener Pflanzen fihren, die generell nur gewéhnliche,Flavone'
produzieren.

Im Gegensatz zu den gelben Flavonolen, bei denen die Anwe-
senheit einer zus&tzlichen Hydroxylgruppe zur Auspragung gelber
Blitenfarbe fihrt, ist der Verlust einer Hydroxylgruppe an der
Position 3 von Anthocyanen bzw. Anthocyanidinen fiir eine Ver-
schiebung der Absorption in den kiirzerwelligen Bereich und damit
fir die orange und gelbe Farbe der sogenannten 3-Deoxyanthocyane
verantwortlich. 3-Deoxyanthocyane sind seltene pflanzliche Pig-
mente, die als solche nur in einigen wenigen Pflanzen wie Gesne-
riaceen, Zea mays (Mais) und in Sorghum-Arten (Hirse) vorkommen.
Drei Vertreter dieser Gruppe konnten identifiziert werden, Api-
geninidin (3-Deoxypelargonidin), Luteolinidin (3-Deoxycyanidin)
und Columnidin. Von diesen tragen jedoch nur Apigeninidin-
Derivate zur gelben Bliitenfarbe bei. Die anderen weisen eine
orange- bis hellrote Farbung auf. Die biochemische Bildung der
Flavan-4-ole als Vorl&dufer fiir die 3-Deoxyanthocyane wird durch
die Reduktion der Carbonylgruppe der Flavanone an Position 4 be-
dingt. Diese Reaktion wird in einer groBen Anzahl von Kultur-
und Zierpflanzen durch die Dihydroflavonol-4-Reduktase kataly-
siert, findet aber gewdhnlich nur in Pflanzen statt, in denen
die FHT-Reaktion gehemmt ist.

Die tiefgelben anthochloren Pigmente (Chalkone und Aurone)
haben in der Natur nur eine beschrédnkte Verbreitung, kommen je-
doch haufig in Asteraceae- oder Scrophulariaceae-Arten vor. Ge-
nerell koénnen zwei Arten von Chalkonen in den Bliiten syntheti-
siert werden, die 6’-Hydroxychalkone (Phloroglucinoltyp) und die
6’ -Deoxychalkone (Resorcinoltyp). Die entsprechenden Aurone sind
die 4~-Hydroxy- und die 4-Deoxyaurone (identische Position, un-
terschiedliche Nummerierung der Ringe). 6’-Deoxychalkone werden
durch die Chalkonsynthase zusammen mit der Chalkonketidreduktase
(CHKR, Uber

synonym Polyketidreduktase, PKR, Chalcone reductase)
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ein Polyketid-Intermediat gebildet.

Chalkone sind pflanzliche Sekunddrmetabolite und biochemi-
sche Vorliufer fiir alle Flavonoidklassen. Deshalb und aufgrund
ihrer physiologischen Funktionen in Pflanzen, wie z.B. die Be-
einflussung der Bliitenfarbe, spielen sie eine wichtige Rolle in
der Pflanzenphysiologie. Neben den gewdhnlichen 6’-

Hydroxychalkonen, welche Intermediate der Biosynthese der weit
verbreiteten 5-Hydroxyflavonoide darstellen, werden die seltene-
ren 6’-Deoxychalkone hdufig in Bliiten von Asteraceen-Arten akku-
muliert, da sie chemisch nicht zu den jeweiligen 5-

Deoxyflavanonen umgesetzt werden kénnen und auch von den Chalko-
nisomerasen (CHIs) der meisten Pflanzen nicht als Substrate ak-
zeptiert werden. Die Akkumulation von 6’-Deoxychalkonen fiihrt
zur Auspragung von gelber Blitenfarbe. 6’-Hydroxychalkone werden
dagegen nur in seltenen Fadllen im Pflanzengewebe akkumuliert, da
sie leicht enzymatisch oder chemisch zu Flavanonen umgewandelt
werden koénnen. Daher sind sie nur in wenigen Fadllen fir Gelbfar-
bung von Bliten verantwortlich, wie in den gelben Bliiten von
Nelken (Dianthus caryophyllus), Léwenmdulchen (Antirrhinum ma-
jus) und Strohblumen (Helichrysum bracteatum), da diesen Mutan-
ten neben der CHI zumindest eine weitere Enzymaktivitidt des Fla-
vonoidstoffwechsels fehlt.

Wie die Flavonoide, koénnen auch Chalkone im B-Ring neben der
Hydroxylgruppe an der Position 4 (entspricht der Position 4’ bei
Flavonoiden) weitere Hydroxylgruppen besitzen, und zwar an den
Positionen 3 oder 3 und 5 (entsprechend den Positionen 3’ oder
3’ und 5’ bei den Flavonoiden). Im Gegensatz zu der sehr gut un-
tersuchten Hydroxylierung von Flavonoiden an der Position 3’ und
3’,5’, welche von den CytochromP450 abhéngigeﬁ Monooxygenasen
Flavonoid-3’ -Hydroxylase (F3’H) bzw. Flavonoid-3’,5’-Hydroxylase
(F3’,5"H) katalysiert werden, bestand fiir lange Zeit Unklarheit
dariber, welches Enzym fir die Einfihrung von zusdtzlichen
Hydroxylgruppen im B-Ring von Chalkonen verantwortlich ist. Es
konnte gezeigt werden, dass die Einfiihrung einer Hydroxylgruppe
an der Position 3 von 6’-Deoxychalkonen durch eine Cytochrom-
P450-abhdngige Monooxygenase katalysiert wird. Untersuchungen
mit rekombinanten F3’Hs von verschiedenen Pflanzen, welche Chal-
kone in ihren Blitenblattern akkumulieren, als auch von solchen,
die keine Chalkone akkumulieren, zeigten jedoch, dass diese

F3’Hs nicht in der Lage sind, die Hydroxylierung von Chalkonen
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zu katalysieren.

Wie schon erwdhnt, handelt es sich bei den F3’Hs um membran-
gebundene Cytochrom (Cyt)P450 abhdngige Monooxygenasen. Die Su-
perfamilie der CytP450 Enzyme ist eine Gruppe sehr unterschied-
licher Enzyme, welche viele verschiedene und komplexe Oxygenie-
rungsreaktionen mit einer grofen Anzahl von Substraten in Anwe-
senheit von NADPH oder NADH katalysieren. Sie beinhalten eine
Hamgruppe und kommen sowohl in Pro- als auch in Eukaryoten vor.
In Pflanzen kann eine aufergewdhnlich hohe Anzahl von CytP450
Genen gefunden werden. In Arabidopsis z.B. konnten 272 CytP450
Gene detektiert werden. Die Sequenzidentitdten der CytP450 Enzy-
me sind oft sehr niedrig.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Bereitstellung
von Nukleinsduren kodierend fir Polypeptide, die in der Lage
sind, Chalkone im B-Ring zu hydroxylieren, um beispielsweise die
Farbgebung bei Pflanzen zu beeinflussen.

Die vorliegende Erfindung betrifft ein isoliertes Nuklein-
sauremolekil, umfassend eine Nukleotidsequenz, welche fiir ein
Polypeptid mit Chalkon 3-Hydroxylase-Aktivitdt kodiert, wobei
die Nukleotidsequenz SEQ ID Nr. 1 umfasst oder mindestens 60%
Identitat zu SEQ ID Nr. 1 aufweist oder in der Lage ist mit ei-
nem Molekiil umfassend die Sequenz aus SEQ ID Nr. 1 zu hybridi-
sieren, wobei die Nukleotidsequenz fiir ein Polypeptid kodiert,
welches das Motiv FASRPLSX1X2G (X3)(GSAGGD),, umfasst, wobei X3
Threonin oder Serin, X, Alanin oder Glycin, X3 eine beliebige
Aminosdure, m eine ganze Zahl zwischen 50 und 200 und n 0 oder 1
ist.

Es wurde erfindungsgemdR herausgefunden, dass Polypeptide,
insbesondere Hydroxylasen, wie beispielsweise Flavonoid 3’ -
Hydroxylasen, welche ein bestimmtes Motiv (wie oben definiert)
aufweisen, in der Lage sind, Chalkone an der Position 3 zu
hydroxylieren. Die Kenntnis derartiger Hydroxylasen ermdglicht
es die Expression dieser Hydroxylasen zu modulieren, um diese
beispielsweise in vivo Uberzuexprimieren oder zu inhibieren.
Insbesondere ermdglicht die Kenntnis dieser Enzyme die Menge an
hydroxylierten Chalkonen in einer Pflanze bzw. Pflanzenzelle zu
modulieren, um dadurch die Farbzusammensetzung in derselbigen zu
verandern. So weisen Pflanzen, welche die erfindungsgemdBen Nuk-
leinsduremolekile umfassen, beispielsweise Bliten mit einer in-

tensiven Gelbfdrbung auf.
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Das erfindungsgemdfe Nukleinsduremolekiil katalysiert die
Hydroxylierung von verschiedenen Chalkonen (das inkludiert bei-
spielsweise auch 6’-Deoxychalkone und Dihydrochalkone) an der
Position 3. Dies fithrt im Fall der 6’-Hydroxychalkone und 4-
Deoxyaurone zu einer Intensivierung der Gelbfarbung durch die
Anreicherung von Chalkonen mit einem 3, 4-Hydroxymuster, und auch
zu einer vermehrten Bildung von Auronen, da solche Chalkone auch
die bevorzugten Precursor filir Auron-bildende Enzyme darstellen.
Im Fall der Dihydrochalkone wird die Bildung von 3- .
Hydroxychalkonderivaten beglinstigt, die an der Pathogenabwehr
beteiligt sind bzw. aufgrund ihrer antioxidativen Eigenschaften
gesundheitsférdernde Wirkung besitzen.

Das erfindungsgemédfie Nukleinsduremolekiil kann SEQ ID Nr. 1
als Nukleotidsequenz oder mindestens 60%, vorzugsweise mindes-
tens 65%, vorzugsweise mindestens 70%, vorzugsweise mindestens
75%, vorzugsweise mindestens 80%, vorzugsweise mindestens 85%,
vorzugsweise mindestens 90%, vorzugsweise mindestens 95%, vor-
zugsweise mindestens 97%, vorzugsweise mindestens 98%, vorzugs-
weise mindestens 99%, insbesondere 100%, Identitdt zu SEQ ID Nr.
1 aufweisen.

Identitat zwischen mindestens zwei Sequenzen kann durch
Uberlagerung durchgefiihrt werden, bei der eine Nukleinsdure-
oder Aminosduresequenz mit mindestens einer weiteren entspre-
chenden Sequenz Ubereinander gelegt werden (,Alignment"). Bei-
spielsweise nach dem Verfahren von D. J. Lipman und W. R. Pear-
son (Science 227 (1985), 1435-1441) oder F. Corpet (Nucl. Acids
Res. 16 (1988), 10881-10890). Vorzugsweise geschieht dies lber
Algorithmen, welche von kommerziell erh&ltlichen Computerpro-
grammen angewendet werden. Hierzu gehort beispielsweise das Pro-
gramm Vector NTi""Suite 7.0, erhdltlich von der Firma InforMax,
Inc., USA, vorzugsweise mit den vorgegebenen Standard-
Parametern. Eine weitere Software, mit deren Hilfe Sequenziden-
titdt bestimmt werden kann, ist z.B. ,Sequence Analysis Software
Package der Genetics Computer Group, University of Wisconsin Bi-
otechnology Center, 1710 University Avenue, Madison, WIS53705"“.
Diese Software iiberlagert dhnliche Sequenzen durch Zuordnung von
Homologiegraden.

Das erfindungsgemdfe Nukleinsduremolekiil ist in der Lage,
mit einem Molekiil umfassend die Sequenz aus SEQ ID Nr. 1 zu

hybridisieren.
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Hybridisierung bezeichnet die Bindung komplement&drer Strange
von Nukleinsduren (d.h. sense:Antisense-Strdnge) miteinander
durch Wasserstoffbindungen, &hnlich den Bindungen, die natiirli-
cherweise in chromosomaler DNA vorkommen. Dabei werden Strin-
genzniveaus verwendet, um eine Nukleinsdure mit einer Ziel-
Nukleinsdure zu hybridisieren. Diese Bedingungen koénnen leicht
durch den Fachmann variiert werden. ErfindungsgemdB hybridisiert
das Nukleinsduremolekiil unter mehr oder weniger stringenten Be-
dingungen. ‘ , ‘ . . o ,

Der Ausdruck ,stringente Hybridisierung“ wird hier verwen-
det, um Bedingungen zu bezeichnen, unter welchen Nukleins&ure-
hybride stabil sind. Wie dem Fachmann bekannt ist, wird die Sta-
bilit&dt von Hybriden in der Schmelztemperatur (Tm) der Hybride
reflektiert. Im allgemeinen ist die Stabilit&t eines Hybrids ei-
ne Funktion der Natriumionenkonzentration und der Temperatur.
Typischerweise wird die Hybridisierungsreaktion unter Bedingun-
gen niedrigerer Stringenz, gefolgt von Waschungen variierender,
aber hoherer Stringenz, durchgefiihrt. Bezugnahme auf Hybridisie-
rungsstringenz betrifft derartige Waschbedingungen.

Wie hier verwendet bezeichnet der Ausdruck “mafig stringente
Hybridisierung" Bedingungen, die Ziel-Nukleinsdure gestatten,
eine komplementdre Nukleinsdure zu binden, die etwa 60% Identi-
tat, vorzugsweise etwa 75% Identitat, stédrker bevorzugt etwa 85%
Identit&dt mit der Ziel-DNA hat; wobei mehr als etwa 90% Identi-
tat mit der Ziel-DNA besonders bevorzugt werden. Vorzugsweise
sind mdBig stringente Bedingungen Bedingungen, &dquivalent der
Hybridisierung in 50% Formamid, 5 x Denhart-L&sung, 5 x SSPE,
0,2% SDS bei 42°C und nachfolgendes Waschen in 0,2 x SSPE, 0,2%
SDS bei 65°C.

Der Ausdruck “Hybridisierung mit hoher Stringenz" bezeichnet
Bedingungen, die Hybridisierung von nur denjenigen Nukleinsdure-
sequenzen gestatten, die stabile Hybride in 0,018 M NaCl bei
65°C bilden (d.h., wenn ein Hybrid in 0,018 M NaCl bei 65°C
nicht stabil ist, wird es unter Bedingungen hoher Stringenz, wie
sie hier in Betracht gezogen werden, nicht stabil sein). Bedin-
gungen hoher Stringenz koénnen zum Beispiel durch Hybridisierung
in 50% Formamid, 5 x Denhart-L&sung, 5 x SSPE, 0,2% SDS bei 42°C
und nachfolgendes Waschen in 0,1 x SSPE und 0,1% SDS bei 65°C
bereitgestellt werden.

Der Ausdruck “Hybridisierung mit geringer Stringenz" be-
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zeichnet Bedingungen, &dquivalent der Hybridisierung in 10% For-
mamid, 5 x Denhart-L&sung, 6 x SSPE, 0,2% SDS bei 42°C und nach-
folgendes Waschen in 0,1 x SSPE, 0,2% SDS bei 50°C. Denhart-
Lésung und SSPE (siehe z.B. Sambrook et al., Molecular Cloning,
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989)
sind dem Fachmann bekannt, wie es andere geeignete Hybridisie-
rungspuffer sind.

-SEQ ID Nr. 1 hat erfiﬁdungsgeméﬁ die folgende Nukleotidse-
quenz:
ATGACTATTCTACCCCTACTACTCTACCCTTCCCTAACTGCCTTACTACTGTACGTACTTCTTAACCTGCGCCCCCG
TCACCCTAACCGTCTCCCGCCGGGACCAAGCCCATGGCCGATCGTCGGARACCTACCGCACCTCGGCGCGAGTCCGC
ATCAGTCGCTGGCGACGTTGGCCGCAAAGTACGGCCCGTTGATGTACCTCCGACTCGGGTTTGTTGACGTGGTGGTG
GCGGCGTCTGCTTCAGTCGCTGCACAGT TTTTAAAAGTTCATGATCT TAACTTCGCAAGCCGGCCGCTGAGCTCTGG
CGGGAAGTATATCGCGTATAATTATCAGGATATGGTGTTTGCACCGTACGGTCCGAGATGGCGGATGCTTAGGAAGA
TTTGCTCCGTGCATATGTTTTCTGCTAAAGCAATGGACGGATTTCGTCATGTTCGGCAGGAGGAAGTAGCTATACTC
ACGCGCACTTTAGTARGCGCTGGAAAATCGCCGGTGAAGT TAGGTCAAATACT TAACGTGTGCACCACGAACGCATT
AGCACGAGTGGTGTTAGGTCGGAGAGTATTCGCCGACGGAAGTGCAGGTGGTGATCCGAAGGCGGATGAGTTCAAGG
ATATGGTGGTGGAGCTGATGGTGTTGGCCGGAGAAT TTCACATCGGTGACTTTATCCCGGCGCTTGACTGGCTGGAC
CTGCAAGGCATTAAAAACAAGATGAAGAAACTTCACGCTCGATTCGATTCGTTCCTTCACGGGATCCTTGAAGAGCA
TAAGTCCGGCAAGTTTGGCGCGCCGAGTCATGGTGATTTGTTGAGCACATTGATCTCGTTGAAGGATGATGCCGATG
GTGAAGGCGGGAAGCTTTCAGATGTTGAAATCAAAGCTTTGCTTCTGAACTTATTTGTCGCCGGAACAGACACATCA
TCAAGTACAGTGGAATGGGCAATAGCCGAGCTAATTCGACATCCAAAGCTACTAAAACAAGCCCARAAAGAAATGGA
CAATGTAGTTGGTCGAGACCGGCTTGTAACTGAATTAGACTTARACGAGT TARATTTTCTACAAGCCATTGTAARAG
AGACCTTTAGGCTTCACCCTTCAACACCACTCTCGTTACCAAGAATTGCATCAGAGAGTTGTGAAGTTGACGGATAT
TACATTCCCAARGGGATCCACGCTCCTTGTTAATGTGTGGGCCATTGCTCGTGACCCGAATGTGTGGGCTGACCCACT
TGAATTCCGGCCCATGCGGTTCTTGCCTGGAGGCGAAAAGCCTAATGT TGATGTTCAAGGAAACAACTTTGAAGTTA
TACCGTTTGGGGCTGGGCGAAGGATTTGTGTGGGTATTAGTCTAGGGTTGAGAATGGTCCAGCTACTTGTTGCAACA
TTGGTTCAAACCTTTGATTGGGAATTGGCTAATGGGTTARACCCGGAGAAGCTAAACATGGATGAAGCCTTTGGGTT
ARCCCTTCAGAAGGCTGAGCCCTTGATGGTGCACCCAATGCCGAGACTAGCTCCACACGTGTATGGAAGTCATTAA

Das von SEQ ID Nr. 1 kodierte Polypeptid hat erfindungsgemiB
die folgende Aminosduresequenz:

MTILPLLLYPSLTALLLYVLLNLRPRHPNRLPPGPSPWPIVGNLPHLGASPHQSLATLAAKYGP
LMYLRLGFVDVVVAASASVAAQFLKVHDLN?ASRPLS&SGKYIAYNYQDMVFAPYGPRWRMLRK
ICSVHMFSAKAMDGFRHVRQEEVAILTRTLVSAGKSPVKLGQILNVCTTNALARVVLGRRVFAD
fGSAGGDFKADEFKDMVVELMVLAGEFHIGDFIPALDWLDLQGIKNKMKKLHARFDSFLHGILEE
HKSGKFGAPSHGDLLSTLISLKDDADGEGGKLSDVEIKALLLNLFVAGTDTSSSTVEWAIAELI
RHPKLLKQAQKEMDNVVGRDRLVTELDLNELNFLQAIVKETFRLHPSTPLSLPRIASESCEVDG
YYIPKGSTLLVNVWAIARDPNVWADPLEFRPMRFLPGGEKPNVDVQGNNFEVIPFGAGRRICVG
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ISLGLRMVQLLVATLVQTFDWELANGLNPEKLNMDEAFGLTLQKAEPLMVHPMPRLAPHVYGSH
(SEQ ID Nr. 2)

GemadR einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Er-
findung ist das Motiv FASRPLSTAG (X3)p (GSAGGD) , oder
FASRPLSSGG (X3)  (GSAGGD) .

Polypeptide, welche dieses Motiv aufweisen, sind besonders
gut geeignet, um erfindungsgemdB eingesetzt zu werden.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ei-
nen Vektor umfassend ein Nukleinsduremolekiil gemidB der vorlie-
genden Erfindung.

Die Nukleinsduremolekiile der gegenstd&ndlichen Erfindung kén-
nen in einen Vektor eingebracht werden. Mit Hilfe dieses Vektors
kénnen die Nukleins&uremolekiile in Zellen von Pflanzen oder Mik-
roorganismen eingebracht werden. Die verwendeten Vektoren konnen
fir die Klonierung oder fiir die Expression von entsprechenden
Produkten eingesetzt werden. Daher sind in den Vektoren entspre-
chende Elemente wie Promotoren, Replikationsurspriinge, usw. vor-
gesehen. Die erfindungsgemdf eingesetzten Vektoren kénnen einen
Pflanzenzellen wirksamen Promotor, wie beispielsweise den CaMV
35S-Promotor, den Nopalinsynthase-Promotor oder den Saccharose-
synthase-Promotor, enthalten.

Falls die Vektoren dazu verwendet werden, um das erfindungs-
gemdfe Nukleinsduremolekil in das Genom einer Zielzelle einzu-
bringen, k&nnen am Vektor entsprechende Elemente vorgesehen
sein, die eine Rekombination der Nukleinsdure in das Genom er-
moéglichen.

Vektoren, welche erfindungsgemdl eingesetzt werden konnen,
sind dem Fachmann hinreichend bekannt und koénnen auf verschie-
denste Weise in eine Zelle eingebracht werden. So kann der Vek-
tor gem&h der vorliegenden Erfindung durch Elektroporation, Mik-
roprojektil-Bombardierung, Transfer mittels Agrobakterium oder
durch RNA- bzw. DNA-Viren in die Zielzelle eingebracht werden.

Ein noch weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft
eine Zelle, insbesondere Pflanzenzelle, umfassend ein Nuklein-
sduremolekiil oder einen Vektor gemaB der vorliegenden Erfindung.
Selbstverstandlich ist es auch moglich das Nukleinsduremolekil
bzw. den Vektor gemdR der vorliegenden Erfindung in anderen Zel-
len, wie beispielsweise Hefen, E.coli, filament&sen Pilzen und
dergleichen zur Verfiigung zu stellen.

Ein noch weitere Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft
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die Verwendung der erfindungsgemidBen Nukleinsiduremolekiile oder
Proteine bei der Herstellung von Chalkonderivaten mit einem 3,4-
Hydroxylierungsmuster, wie z.B. 3-Hydroxyphloretin-derivate, Bu-
tein und Eriodictyolchalkon.

Die Nukleinsduremolekiile der vorliegenden Erfindung kénnen
in Pflanzenzellen und somit in Pflanzen eingebracht werden, um
transgene Pflanzen herzustellen, welche in der Lage sind, das
erfindungsgemdBe Polypeptid zu exprimieren. Daher betrifft ein
weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung auch eine transgene -
Pflanze umfassend ein Nukleinséuremolekﬁl oder einen Vektor ge-
mdfl der vorliegenden Erfindung. Das erfindungsgemidfe Nukleinsidu-
remolekil bzw. der erfindungsgemife Vektor kann in Pflanzenzel-
len und Pflanzen mit Verfahren eingebracht werden, die dem Fach-
mann hinreichend bekannt sind.

Vorzugsweise ist die Pflanze ausgewdhlt aus der Gruppe be-
stehend aus Zierpflanzen, wie beispielsweise Usambaraveilchen,
Azaleen, Rhododendren, Pelargonien, Fuchsien, Cyclamen, Weih-
nachtssterne, Antirrhinum, Aster (Asteraceae), Begonia (Begonia-
ceae), Callistephus (Asteraceae), Campanula (Campanulaceae), Ca-
tharanthus (Apocynaceae), Chrysanthemum (Asteraceae), Cineraria
(Asteraceae), Dedanthremum (Asteraceae), Dianthus (Caryophylla-
ceae), Dahlia (Asteraceae), Euphorbia (Euphorbiaceae), Gerbera
(Asteraceae), Hydrangea (Hydrangeaceae), Lilium (Liliaceae), Li-
sianthus (= Eustoma (Gentianaceae)), Myosotis (Boraginaceae),
Nierembergia (Solanaceae), Orchidaceae, Osteospermum (Astera-
ceae), Petunia (Solanaceaea), Rosa (Rosaceae), Saintpaulia (Ges-
neriaceae), Scaevola (Goodeniaceae), Sinningia (Gesneriaceae),
Streptocarpus (Gesneriaceae), Torenia (Linderniaceae), Tulipa
(Liliaceae), Verbena (Verbenaceae), Veronica (Plantaginaceae),
Viola (Violaceae) und Malus sp.. Durch die Anwesenheit des er-
findungsgeméBen Nukleins&duremolekiils werden auch gentechnologi-
sche Ansdtze, die auf Polyketidreduktase oder Auronsynthase be-
ruhen, wesentlich verstdrkt. Soll ein rein gelber Farbton er-
zielt werden, werden vorzugsweise weiBe oder cremefarbene Pflan-
zen eingesetzt, dabei sind Chalkonisomerase-Mutanten oder Pflan-
zen, die eine Polyketidreduktase besitzen, bevorzugt. Beim Ein-
satz von rosa oder rotblihenden Pflanzen kommt es zur Ausbildung
von orangefarbenen oder lachsfarbigen Bliiten.

Es hat sich zudem gezeigt, dass Pflanzen, welche das erfin-
dungsgemédfe Polypeptid - kodiert durch das erfindungsgemiBe Nuk-
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leinsduremolekiil -~ exprimieren, insbesondere iiberexprimieren,
eine erhohte Resistenz gegeniiber Pathogenen, insbesondere gegen-
Uber Pilzen, Viren, Viroiden, Bakterien und Nematoden, aufwei-
sen. Insbesondere zeigen derartige Pflanzen Resistenzen gegen-
iiber Puccinia/Ustilago, Phytophora, Blumeria/Peronosporacea,
barley yellow dwarf virus, sugarcane mosaic virus, plum pox,
Xanthomonas campestric pv. Citri, Erwinia amylovora, Erwinia ca-
rotovora, Meloidogyne incognita und Heterodera schachtii.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft eine
Schnittblume oder Samen einer transgenen Pflanze gemidB der vor-
liegenden Erfindung.

Die gegenstédndliche Erfindung wird ferner anhand der folgen-
den Figuren und Beispiele eingehender erldutert, ohne jedoch auf
diese beschrankt zu sein.

Fig. 1 zeigt ein paarweises Alignment der Cosmos CH3H und
F3’H Aminosduresequenzen.

In Fig. 2 sind Alignments von Regionen verschiedener F3’Hs
Aminosduresequenzen abgebildet.

In Fig. 3 sind die Substratspezifitdten von Cosmos F3’H und
M2 in Prozent relativ zu Naringenin (100%) dargestellt.

Fig. 4 zeigt eine schematische Darstellung der Konstruktion
von chimdren und mutierten Genen der CH3H bzw. F3’H aus Cosmos
sulphureus und Umsatzraten der resultierenden rekombinanten En-
zyme (0-5%: -, 6-30%: +, 31-60%: ++, 61-100%: +++).

Fig. 5 zeigt die verwendeten Primer fiur die Konstruktion der
chimédren Gene.

Fig. 6-17 zeigen die Nukleinsduresequenzen verschiedener
Flavonoid-Hydroxylasen.

BEISPIELE:

Beispiel 1:

Material und Methoden

Pflanzenmaterial

Die Untersuchungen wurden mit Bliutenblattern von Cosmos
sulphureus cv. ,Sunny Goldgelb“ (Austrosaat, Osterreich) durch-
gefihrt. Das Pflanzenmaterial wurde im Sommer 2006 und Sommer
2007 gesammelt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80°C gelagert.

Chemikalien

[14C]Isoliquiritigenin (ISO) wurde ausgehend von 4-
Hydroxy[ring-U-14C]Benzaldehyd (33.1 Mbq/mg) (Amersham Interna-
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tional, UK) wie in Halbwirth et al. (2006) [Plant Science 170
(2006) 587-595] beschrieben synthetisiert. Die Synthesen von
[14C]Naringenin (NAR), [14C]Dihydrokaempferol (DHK),
[14C]Kaempferol (KAM) und [14C]Apigenin (API) wurden gemdfl Halb-
wirth and Stich (2008) [Phytochemistry 67 (2006) 1080-1087]
durchgefihrt: Fir die Naringeninsynthese wurden [2-14C]Malonyl-
coenzym A (55 mCi/mmol) (Amersham International, UK) und rekom-
binante Chalkonsynthase verwendet, und die anschlieBenden Syn-
thesen von DHK, KAM und API wurden jeweils mit rekombinanter
Flavanon-3-Hydroxylase aus Malus domestica, rekombinanter Flavo-
nol-Synthase aus Rudbeckia hirta und mikrosomalen Enzymprédpara-
tionen mit hoher Flavon-SynthaseII-Aktivitat aus Dahlia variabi-
lis durchgefihrt.

Klonierung der Cosmos sulphureus CH3H

Flir die cDNA-Synthese wurde mRNA aus den Cosmos sulphureus-
Blitenblattern mit dem pMACS mRNA isolation kit (Miltenyi Bio-
tec) extrahiert, und die reverse Transkription wurde mit dem Re-
vertAid H Minus MulLV reverse transcriptase-Kit (Fermentas Life
Science) und dem Oligo(-dT) Anker-Primer GACCACGCGTATCGATGTC-
GAC (T) 16V durchgefiihrt. Eine RT PCR wurde dann mit den degene-
rierten Primern TGGMGDATGCTKMGGAARATYTG (forward primer) und
GCCCATTCMAYNGTRCTAGATGA (reverse primer) durchgefihrt, welche
aus den konservierten Regionen folgender Asteraceae-F3’'H-
Sequenzen aus der NCBI GenBank abgeleitet wurden: Rudbeckia hir-
ta (Acc.-No: FJ216431), Echinops bannaticus (Acc.-No: FJ753549),
Centaurea cyanus (Acc.-No: FJ753550), Gerbera hybrida (Acc.-No:
ABA64468), Osteospermum hybrida (Acc.-No: ABB29899), Cichorium
intibus (Acc.-No: FJ753548) und Callistephus chinensis (Acc.-No:
AF313488). Der gesamte ,Open Reading Frame’ (ORF) wurde dann mit
den spezifischen Primern ATGACTATTCTACCCCTACTACTC (forward pri-
mer) und CCTTAATGACTTCCATACACGTG (reverse primer) amplifiziert,
welche aus den bei der 5'- und 3’~RACE erhaltenen Fragmente ab-
geleitet wurden.

Sequenzanalysen und Konstruktion von chimdren Genen

Paarweise und multiple Sequenzalignments wurden mit dem
Softwaretool ClustalW durchgefihrt, um Regionen zu identifizie-
ren, die die Determinierung der Substratspezifitdt beeinflussen
konnten. Folgende F3’H-Sequenzen, hauptsdchlich aus Asteraceae
Arten, wurden fir multiple Sequenzalignments verwendet: Cosmos
sulphureus (Acc.-No: FJ216426), Dahlia variabilis (Acc.-No:
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FJ216428), Tagetes erecta (Acc.-No: FJ216430), Rudbeckia hirta
(Acc.-No: FJ216431), Echinops bannaticus (Acc.-No: FJ753549),
Centaurea cyanus (Acc.-No: FJ753550), Gerbera hybrida (Acc.-No:
ABA64468), Osteospermum hybrida (Acc.-No: ABB29899), Cichorium
intibus (Acc.-No: FJ753548), Antirrhinum majus (Acc.-No:
DQ272592) and Arabidopsis thaliana (Acc.-No: AF271651) (Schlan-
gen et al. 2009). Ein paarweises Sequenzalignment wurde mit der
aufgelisteten F3’H aus Cosmos sulphureus (Acc.-No: FJ216426) ge-
macht. Chimédre Gene, die aus cDNA-Fragmenten der erwidhnten F3’H
aus Cosmos sulphureus sowie aus cDNA—Fragmenten der neu isolier-
ten Sequenz bestehen, wurden nach Seitz et al. (2007) herge-
stellt [FEBS letters 581 (2007) 3429-3434]. Dafiir wurden die
Fragmente, die fusioniert werden sollten, mit einer Pfu DNA po-
lymerase (Promega, Germany) in separaten PCR-Reaktionen amplifi-
ziert und 10 Minuten in einem Gesamtvolumen von 20 pl mit je-
weils ca. 50 ng cDNA von jedem Fragment und einer T4 DNA ligase
(Promega, Germany) ligiert. Die verdiinnte Ligation wurde als
Template fir die anschliefende proofreading-PCR verwendet, in
der das gesamte chimdre Gen mit dem Taq/Pwo polymerase system
(Invitrogen, UK) amplifiziert wurde.

Insertionen oder Deletionen von Aminosdureresten

Insertionen von Aminosdureresten wurden mit Primern einge-
fihrt, die Uber einen Uberhang von Basen verfiligen, die fir die
jeweiligen Aminosdurereste kodieren, die inseriert werden soll-
ten. Deletionen wurden mittels Amplifikation von zwei Fragmenten
der jeweiligen F3’H cDNA eingefigt, denen die Basen fehlen, die
fir die Aminosdurereste kodieren, die deletiert werden sollten.
Die anschliefende Fusion der beiden amplifizierten Fragmente
wurde wie bei der Konstruktion der chimdren Gene beschrieben
durchgefihrt.

Gezielte Mutagenese

Gezielte Mutagenesen wurden mittels der Megaprimer-PCR
durchgefiihrt. Diese PCR wurde in zwei Schritten gemacht: in der
ersten PCR wurde ein Megaprimer mit Pfu DNA Polymerase (Promega)
amplifiziert. Dafilir wurde das Plasmid mit der inserierten cDNA,
die mutiert werden sollte, als Template verwendet. Als Primer
wurden einerseits ein interner Primer verwendet, der an der
Stelle bindet, in der die gewiinschte Mutation eingefiigt werden
soll, und Uber die daflir notwendige verdnderte Basenabfolge ver-

figt, sowie ein externer Expressionsprimer. Dieses amplifizierte
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mutierte Fragment wiederum wurde dann in einer zweiten PCR als
Primer zusammen mit dem korrespondierenden Expressionsprimer
verwendet, um den gesamten ORF mit den gewilinschten Mutationen
mit dem ‘Expand High Fidelity PCR System’ (Roche) zu amplifizie-
ren.

Heterologe Expression in Hefe

Flir die heterologe Expression wurden die Proofreading-
Amplikons in den Hefe-Expressionsvektor pYES2.1/V5-His-TOPO®
(Invitrogen, UK) ligiert und in E. coli TOP10OF' (Invitrogen, UK) .
transformiert. Die Identifizierung der sense-Konstrukte erfolgte
mit einer PCR, bei der ein Gen-spezifischer forward- und ein
Plasmid-spezifischer reverse-Primer verwendet wurde. Sense-
Konstrukte wurden isoliert und die richtige Sequenz durch Se-
Quenzierung bestdtigt. Gewlinschte Plasmide wurden dann in den
Hefestamm INVSc 1 (Invitrogen, UK) transformiert. Die heterologe
Expression wurde nach in der Wissenschaft bekannten Methoden
durchgefihrt und die préaparierten Proteine wurden in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Die Protein-
menge in den Prédparationen wurde nach einer modifizierten Lowry
Methode durchgefiihrt.

Enzym-Assays und Identifizierung der Produkte

Um die Substratspezifitdt der heterolog exprimierten F3’Hs
zu bestimmen, wurden folgende Enzymtests durchgefithrt: 20 ng der
rekombinanten Wildtyp CH3H bzw. 50 pg der Hybrid-Proteine wurden
mit 0,25 nmol [1l4C]-markierten Chalkon- oder Flavonoid-
Substraten in Anwesenheit von 10 mM NADPH und 0,1 M KHpPO4-KoHPO4
(mit 0,4% Na-Ascorbat, pH: 7,5)-Puffer bei 30°C inkubiert. Nach
30 min wurden die enzymatischen Reaktionen mit 10 pl Eisessig
gestoppt und die phenolischen Verbindungen zweifach mit EtOAc
extrahiert. Die organischen Phasen wurden auf Celluloseplatten
aufgetragen und in CAW (Chloroform:Eisessig:Wasser, 10:9:1)
chromatographiert. Detektion und Quantifizierung der Radioakti-
vitdt erfolgte mittels TLC Analyse.

Kinetische Daten

Kinetische Daten (scheinbare Michaelis-Konstante (Km) und
maximale Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax)) wurden mittels Line-
weaver~Burk-Geraden bestimmt.

Ergebnisse

Klonierung und Sequenzanalyse der Cosmos sulphureus CH3H
cDNA
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In diesem Beispiel konnte die komplette codierende Sequenz
einer cDNA aus Cosmos sulphureus mithilfe von degenerierten Pri-
mern aus verschiedenen Asteraceae Arten (NCBI GenBank Acc-Nos:
FJ216431, FJ753549, FJ753550, ABA64468, ABB29899, FJ753548 und
AF313488) und anschlieBenden RACE-Techniken isoliert werden. Die
abgeleitete Aminosduresequenz dieses Klons verfiigt ilber alle
konservierten Motive von membrangebundenen CytP450-Proteinen
(wie den N-terminalen hydro?hoben Membrananker, die hochkonser-
vierte ‘Hdm-Doméne usw.). Die Sequenz dieses cDNA-Klons wurde in
die EMBL/GenBank—Datenbénken unter der folgenden Accession-
Number eingetragen: FJ216429. Alignments mit F3’H-Sequenzen,
hauptsédchlich aus Asteraceae-Arten, welche nicht oder nur im ge-
ringen Ausmal in der Lage sind, Chalkone zu hydroxylieren, zei-
gen, dass die abgeleitete Aminosduresequenz von der isolierten
cDNA aus Cosmos sulphureus hohe Sequenzidentitdten mit den
alignierten F3’Hs aufweist. Das paarweise Alignment mit der
schon charakterisierten F3’H aus Cosmos sulphureus (Acc.-No:
FJ216426) zeigt, dass diese beiden Sequenzen nicht identisch
sind und lber eine Sequenzidentit&t von 84% verfiigen (Fig. 1).

Enzymaktivitdten der putativen Cosmos sulphureus CH3H

In enzymatischen Studien mit dem rekombinanten Enzym, wel-
ches bei der heterologen Expression des cDNA-Klons aus Cosmos
sulphureus gewonnen wurde, konnten hohe katalytische CH3H-
Aktivitaten mit dem 6'-Deoxychalkon Isoliquiritigenin gezeigt
werden. Kinetische Studien zeigten, dass der héchste Vmax/Km
(18,01/s*kg) mit Iso als Substrat beobachtbar ist (Tabelle 1).

Deshalb wurde dieses Protein aus Cosmos sulphureus CH3H ge-
nannt. Zum Vergleich wurde die rekombinante F3’H aus Cosmos
sulphureus (Accession No: FJ216426) mit den gleichen Substraten
getestet. Diese Tests bestdtigten die F3’H-Aktivitat und die
fehlende CH3H-Aktivitdt dieses Enzyms. Die Umsatzraten der bei-
den rekombinanten Proteine sind in Fig. 4 aufgelistet.

Identifizierung von Regionen, die bei der CH3H-Reaktion eine
Rolle spielen kénnten

Um Regionen zu identifizieren, die bei der CH3H Aktivitidt in
C. sulphureus CH3H eine Rolle spielen koénnten, wurden Alignment
Studien durchgefiihrt. Dabei wurden die bereits erwdhnten F3’H
Aminosduresequenzen verwendet, deren rekombinante Enzyme nicht
in der Lage sind, Chalkone zu hydroxylieren (Schlangen et al.
2009, Plant Science 177 (2009) 97-102). Bei Analyse des Alignments
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konnte festgestellt werden, dass eine Region, die als putative
Substraterkennungsregion (SRS1) in CytP450 Enzymen von Gotoh
(1992) beschrieben wurde, in der CH3H-Sequenz von C. sulphureus
auffallige Unterschiede zu den jeweiligen SRS1-Regionen der an-
deren F3’'H-Aminosduresequenzen aufweist. Weiters kann in der
Cosmos sulphureus CH3H Sequenz eine Region D(192)GSAGGDP(199)
detektiert werden, die nur in dieser Aminosiduresequenz vorhanden
ist (Fig. 2). Im paarweisen Alignment mit der C. sulphureﬁs F3'H
kann man sehen, dass die CH3H eine Insertion.von vier Aminosiu-
reresten verglichen mit der F3'H aufweist kSAGG—Region, Fig. 1),
und die benachbarten Reste der inserierten vier Aminosiurereste
sind auch unterschiedlich in der CH3H (SAGG+N-Region, Fig. 1).

Konstruktion von chimdren Genen

Um identifizieren zu koénnen, ob die auffidlligen Regionen,
die in den Alignments gefunden wurden, einen Einfluss auf die
CH3H-Aktivitdt haben, wurden finf chimidre Gene konstruiert, die
C. sulphureus CH3H und C. sulphureus F3’H cDNA Fragmente enthal-
ten (Cl-C5, Fig. 4 und 5): Cl: Aminosdurepositionen 1-196: F3’H
und 201-512: CH3H; C2: Aminosdurepositionen 1-210: CH3H und 211-
512: F3’'H; C3: Aminosdurepositionen 1—119: CH3H und 124-512:
F3’H; C4: Aminosdurepositionen 1-193: CH3H und 198-512: F3’H.
Die Aminosdurepositionen basieren auf dem paarweisen Alignment
von C. sulphureus F3’H and CH3H. Alle Primer, die fiir die Her-
stellung der chimdren Gene verwendet wurden, sind in Fig. 5 auf-
gelistet, und eine schematische Darstellung der chimdren Gene
ist in Fig. 4 dargestellt.

Konstruktion von mutierten cDNAs mit Insertionen und Deleti-
onen

Gezielte Mutagenese

Aufgrund der besonderen Eigenschaften der Aminosdure Prolin
(Prolin ist ein Helix- und Faltblattbrecher und wird h&ufig in
Loops oder Turns gefunden) wurde P199 aus der SAGG+N-Region in
A199 gemd&R dem Alanin, welches in der Cosmos sulphureus F3’H Se-
quenz an dieser Position gefunden werden kann, (Fig. 1), mu-
tiert. Die dafilir verwendeten Primer und eine schematische Dar-
stellung kdnnen jeweils in Tabelle 3 und Fig. 4 gefunden werden.

Enzym-Aktivitdten der heterolog exprimierten chimdren und
mutierten Enzyme

Insgesamt wurden zwei native Enzyme aus C. sulphureus als

auch funf chimdre (Cl1-C5) und drei mutierte Enzyme (M1, M2 und
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M3, Fig. 4) heterolog in Hefe exprimiert. Studien mit den rekom-
binanten Enzymen beziiglich ihrer Substratakzeptanz zeigten, dass
alle exprimierten Enzyme auler M3 F3’H-Aktivitat besitzen (Fig.
4) . Die Hydroxylierung von Chalkonen konnte jedoch nur mit den
chimdren Genen Cl, C2 und C5 als auch mit M1 beobachtet werden.
Mit dem rekombinanten Enzym Cl konnte jedoch nur eine geringe
CH3H-Aktivitat, verglichen mit der F3’H-Aktivitdt und der CH3H-
Aktivitat der anderen rekombinanten Enzyme, beobachtet werden.

Um kinetische Daten mit verschiedenen Substraten zu bestim-
men, wurden kinetische Studien mit den rekomblnanten Enzymen
durchgefihrt. Diese kinetischen Daten sind in Tabelle 1 aufge-
listet.

Beispiel 2:
Die Herstellung von transgenen Apfelbdumen erfolgt durch

Transformation von jungen Apfelbldttern mittels Agrobakterium,
wie in der Literatur beschrieben (Szankowski et al; Plant Cell
Rep 2003, 22 141-149). Die Pflanzen werden im Gewdchshaus als
selbstbewurzelte Pflanzen oder aufgepropft auf eine herkémmliche
Unterlage unter Freilandlicht-&hnlichen Bedingungen getestet.
Die Bl&dtter werden auf einen erhdhten 3-Hydroxyphloretingehalt
mittels HPLC untersucht, beispielsweise nach der Methode von Sa-
to et al., 2001 (Plant Science 160, 229-336). Ein Zusammenhang
zwischen Pathogenabwehr und 3-Hydroxyphloretin ist aus der Lite-
ratur bekannt (Elstner, E.F., OBwald, W., Schneider, I., 1996.
Phytopathologie. Allgemeine und biochemische Grundlagen. Spekt-
rum Akademischer Verlag, Heidelberg, Berlin, Oxford.). Eine er-
héhte Resistenz gegen Erwinia amylovora der transgenen Apfel,
die das erfindungsgemédfe Nukleotid iberexprimieren, kann folgen-
dermaflen getestet werden: Die Sprossen werden 3-4 Wochen vor der
Testung auf eine Hbhe von 10 cm zurickgeschnitten. Die Bakterien
werden auf King’s B-Agarplatten fiir 24 h angezogen und anschlie-
ffend in Phosphatpuffer resuspendiert. Die Zellkonzentration wird
spektrophotometrisch auf 10’ cfu/ml eingestellt. Als Negativkon-
trolle wird Phosphatpuffer auf leere King’s B-Agarplatten ge-
leert und wieder dekantiert. Zur Inokulation werden die Blatt-
spitzen der beiden jlingsten, entfalteten Blitter mit einer Sche-

re abgeschnitten, die zuvor in eine Kulturlésung mit dem Erreger
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getaucht wurde. Pro transgener Linie werden 10-20 Individuen ge-
testet und mit der Kontrolle verglichen. Der Infektionsgrad wird
aus dem Verhdltnis der Liange des geschadigten Triebs im Ver-

gleich zur Gesamttriebldnge berechnet.




(X ] oo e G0e® 00 soeoe
.0 * e
ee ose YY)
L] * L] L]
.

(XY X2
oeve
[ XX Y]
[ X1 X ]
*y e

- 18 _ oo oo e oeo onas cos

Patentanspriiche:

1. Isoliertes Nukleinsduremolekiil, umfassend eine Nukleotidse-
quenz, welche fir ein Polypeptid mit Chalkon 3-Hydroxylase-
Aktivitat kodiert, wobei die Nukleotidsequenz SEQ ID Nr. 1 um-
fasst oder mindestens 60% Identitdt zu SEQ ID Nr. 1 aufweist
oder in der Lage ist mit einem Molekiil umfassend die Sequenz aus
SEQ ID Nr. 1 zu hybridisieren, wobei die Nukleotidsequenz fiir
ein Polypeptid kodiert, welches das Motiv B -
FASRPLSX1X2G (X3) (GSAGGD) , umfasst, wobei X1 Threonin oder Serin,
X2 Alanin oder Glycin, X3 eine beliebige Aminos&dure, m eine ganze
Zahl zwischen 50 und 200 und n 0 oder 1 ist.

2. Nukleinsduremolekiil nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass das Motiv FASRPLSTAG (X3)p (GSAGGD), oder
FASRPLSSGG (X3)  (GSAGGD) , ist.

3. Vektor umfassend ein Nukleinsduremolekiil gemdB Anspruch 1

oder 2.

4. Zelle, insbesondere Pflanzenzelle, umfassend ein Nukleinsiu-
remolekiil gemaf Anspruch 1 oder 2 oder einen Vektor gemiB An-

spruch 3.

5. Transgene Pflanze umfassend ein Nukleinsduremolekiil gem&B An-
spruch 1 oder 2 oder einen Vektor gemdR Anspruch 3.

6. Transgene Pflanze nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet,
dass die Pflanze ausgewdhlt ist aus der Gruppe bestehend aus
Zierpflanzen, insbesondere Petunien, Usambaraveilchen, Azaleen,
Rhododendren, Pelargonien, Fuchsien, Cyclamen, Weihnachtssterne,
Antirrhinum, Aster (Asteraceae), Begonia (Begoniaceae), Cal-
listephus (Asteraceae), Campanula (Campanulaceae), Catharanthus
(Apocynaceae), Chrysanthemum (Asteraceae), Cineraria (Astera-
ceae), Dedanthremum (Asteraceae), Dianthus (Caryophyllaceae),
Dahlia (Asteraceae), Euphorbia (Euphorbiaceae), Gerbera (Astera-
ceae), Hydrangea (Hydrangeaceae), Lilium (Liliaceae), Lisianthus
(= Eustoma (Gentianaceae)), Myosotis (Boraginaceae), Nierember-
gia (Solanaceae), Orchidaceae, Osteospermum (Asteraceae), Rosa

(Rosaceae), Scaevola (Goodeniaceae), Sinningia (Gesneriaceae),
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Streptocarpus (Gesneriaceae), Torenia (Linderniaceae), Tulipa
(Liliaceae), Verbena (Verbenaceae), Veronica
Viola (Violaceae) und Malus sp..

(Plantaginaceae),

7. Schnittblume oder Samen einer transgenen Pflanze nach An-
spruch 5 oder 6.




>CH3H
>F3’H
Consensus

>CH3H
>F3'H
Consensus

>CH3H
>F3'H
Consensus

>CH3H
>F3’H
Consensus

>CH3H
>F3’H
Consensus

>CH3H
>F3’H
Consensus,

>CH3H
>F3'H
Consensus

>CH3H
>F3'H
Consensus

112

(XXX )

e €«
(XXX}

see e
se o

20 S0O6® 8 aoee
L] . [ BJ
e ete ® 000
L [
[ ] s ® [ ]
®e 005 S0%° s

T

MTILPLLLYPSLTALLLYVLLNLRPRHPNRLPPGPSPWPIVGNLPHLGs* PHpSLAsLAAKYGPLMaLRL

S

KY

P
GFVDVVVAASASVAtQFLKsHDhNFASRP. sSGtcabAYNYQDbVFAPYGPRWRMLRKICSVHbFStKADL

DsFRHVRQEEVA1LTRsLstAGKSPVKLGQ1LsVCTTNALARVhLGRRVFt-.....Ds

SAGG (+N)

,l:i Rt

ADGEGGKLSD1EIKALLLNLF1AGTDTSSSTVEWAIAELIRpPp1L+QApcEMDNVVGR-RLVTE . DLsc

. N

K] D

\l

LsFLQAIVKETFRLHPSTPLSLPRIASESCElDGYéIPKGSTLLVNVWAIARDPpthDPLEFRPﬁRFLP

LN|

GGEKPNVDVpPpGNsSFEVIPFGAGRRICVGISLGLRMVQLLVATLVQTFDWELANG1 . PEKLNMSEAFGLTL

HETIEE

Q+AEPLbVaPbPRLAPHVY. Sh




.

L4 LN o ® L . .

. oo o o8 oo 0000.
[ o0 oo . .

. o e o .

.o L] oo ese 0850 oo

212

120 187 20Z 428 439

-3
Y
«©

=C. sulphureus CH3H
*Cosmos_sulphureus F3°H §
*Dahlia variabilis
*Tagetes erecta
*Rudbeckia hirta
*Echinops_bammaticus
*Cantmirea cyanus
*Gerbera hybrida
*Usteospermun hybrida
*Cichorium intybus
*Ancirrhinm najus
*Arabidopsis_thaliana
“onsensus /80%

AR LN 2.B20

ol o S S e

DVRGNDF X1 IPYGAGRRICSG

|
SRSl put. Loop region P450 HMuster

SRPPNSGAKEb AYNYQDLVFAPY

RRVFts. .. .tD.KAD

Fig. 2




3/12

9% Umsatzrate

- -

N B o)} ® o )

(=} o o S S (=} o

i

Q
—
Q
N

osia
dVyN ®

N
’////////‘//////

Fig. 3




LR J L) L2 4 [ XXX LA ] LA LN ]
L] .

Fig. 4

41 ee® Tttt e

Protein | Primérsequenz Umsetzung von

‘_EE: SAGG-Region (CH3H)) ISO | NAR DHK
cran [ N - | | |
F3'H . - ++ ++
C1 + +++ +++
Cc2 +++ +++ +++
c3 - 4+ ++ '
C4 - ++ ++
M1 +++ +++ +++
M2 - +++ +++
C5 + +++ ++
M3 - - - ‘
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Acc. No. FJ216426| Cosmos sulphureus flavonoid 3'-hydroxylase mRNA, komplette
kodierende Region
ATGACTATTCTACCCCTACTACTCTACCCTTCCCTAACTGCCTTACTACTGTACGTACTTCTTAACCTGC
GCCCCCGTCACCCTAACCGTCTCCCGCCGGGACCAAGCCCATGGCCGATCGTCGGARAACCTACCGCACCT
CGGCACAACTCCGCATCACTCGCTTGCGGCATTGGCGGCARAGTACGGCCCGTTGATGCACCTCCGACTC
GGCTTTGTTGACGTGGTGGTGGCCGCCTCTGCGTCAGTCGCTTCACAGTTTTTGARAACTCATGACGCGA
ATTTCGCCAGCCGGCCGCCGAACTCCGGCGCGGAGCATATGGCGTATAATTATCAGGATCTGGTGTTTGC
GCCGTACGGTCCTCGGTGGCGGATGCTTCGGAAGATATGCTCCGTGCACCTATTTTCCGGCAAAGCACTC
GATGACTTCCGTCATGTTCGGCAGGAGGAAGTAGCGGTACTGACGCGCGCTTTAGCCGGTGCGGGGAAAT
CACCGGTGAAATTAGGTCAACTGCTTAGCGTGTGCACCACCAACGCATTAGCACGAGTGATGTTAGGCAG
GAGAGTATTCGGTGAGCGTGATGCGAAGGCGGATGAGTTCAAGGATATGGTGGTGGAGATGATGGTGTTG
GCGGGAGAATTCAATATCGGTGACTTTATCCCGGCGCTTGACTGGCTGGACCTGCAAGGCATCACGAARA
ARATGAAGAAGCTGCACGCTCAATTCGATTCGTTTCTTAACACGATTCTTGAAGAGCATAAAACCGGCAA
GGGCGGCTCTTCGAGTCACAGGGATTTGTCGAGCACGCTGATTGCACTCAAGGATGATGCCGATGGAGAG
GGAGGGAAACTTTCAGATATTGAAATCAAAGCTTTGCTTCTGAACTTATTCATTGCGGGARCAGATACAT
CATCTAGCACCGTGGAATGGGCAATAGCTGAACTAATTCGCTGTCCACAAATACTACGGCAAGCACACGA
AGAAATGGACAATGTTGTTGGTCGAGAGCGGCTTGTAACCGAATCAGACCTTGGTAAACTAACATTCCTC
CAAGCCATTGTAAAGGAGACCTTTAGACTCCACCCGTCTACACCACTCTCATTGCCAAGAATTGCGTCCG
AGAGTTGTGAAATTGATGGCTATTTCATTCCTAAGGGGTCCACACTTCTTGTTAATGTGTGGGCCATTGC
CCGTGACCCAARAAATGTGGACGGATCCACTTGAATTTAGGCCCACACGGTTCTTGCCCGGAGGTGAAAAA
CCCAATGTTGATGTTAAAGGAAATGACTTCGAGGTTATACCATTTGGGGCCGGACGAAGGATTTGTGTGG
GTATTAGCCTAGGGTTGAGAATGGTCCAGTTGCTTGTCGCTACGCTAGTCCARAACCTTTGACTGGGAATT
GGCTAACGGGGTACTACCCGAGAAGCTCAACATGAATGAAGCGTTTGGGCTAACCCTTCAAAGAGCCGAG
CCCTTGATAGTGTACCCGAAGCCGAGGCTAGCTCCTCACGTATATGAAAGTGGTTAAGGACTAAATTTCC
GTTTGAAAATTAAATAAATTTGTATTTCTGTTTTGGTTTATTGTTGTAAGTTGAGACATCCT

Fig. 6

Acc. No. FJ216428| Dahlia variabilis flavonoid 3'-hydroxylase mRNA, komplette
kodierende Region
ATGGCCATTCTAACCCTACTACTTTACACCTCCATCACTTCCCCCGTGCTGTACCTCCTGCTTAACCTGC
GCACCCGTCACCCTAACCGTCTCCCTCCCGGCCCAACCCCATGGCCGATCGTCGGAARACCTCCCGCACCT
CGGCACAATTCCGCACCACTCGCTAGCGCGGCTGGCGGTAAAGTACGGCCCGTTGATGCACCTCCGCCTC
GGCTTCGTTGACGTGGTGGTCGCCGCCTCGGCGTCCGTCGCTGCTCAGTTTTTAAAAACTAATGACGCGA
TTTTCGCCAGCCGGCCGCCGAACTCCGGCGCGAAGCATATCGCGTATAACTACCAGGATCTGGTGTTTGC
ACCGTACGGTCCGCGGTGGCGGATGCTGCGGAAGATCTGCTCGGTGCACCTTTTCTCCGCCARAGCCCTC
GATGATTTCCGTCATATTCGACAGGAGGAGGTGGCGATACTCACACGTGCTTTGATCGGCGCCGGAGAAT
CAACGGTGAARACTAGGTCAACTACTCAACGTGTGCACCACAAACGCATTAGCGCGTGTGATGTTAGGTAG
GAGAGTGTTCGGCGACACCGGTGATCTAAAGGCGGATGAGTTTAAAGATATGGTGGTTCAGCTGATGGTG
TTGGCCGGAGAATTTAACATTGGTGACTTTATCCCGGCGCTTGACTGGCTGGACATGCAAGGCATTGCGA
AGAAGATGAAGAAACTCCATGCTCAATTTGATTCGTTCCTTAACGCGATCCTTGAAGAACATAAATCCGG
CAATGGCCGCACGTCGGGTCACGGTGACTTGCTGAGCACGCTGATCGCACTCAAGGATGATGCTGACGGT
GAGGGTGGGAAACTTTCAGATATTGAAATCAAAGCTTTGTTACTGAACTTATTCGTTGCAGGAACAGACA
CGTCATCTAGCACAGTGGAATGGGCAATAGCCGAACTCATTCGCCATCCACGAATGCTAAAACAAGCCCA
AGAAGAAATGGACAACGTAGTTGGCCGAGACCGGCTTGTATCCGAATCTGATCTCAGCCAACTACCATTC
CTCCAAGCCATTGTAAAGGAGACCTTTAGACTCCACCCCTCAACACCCCTCTCCTTGCCAAGAATCTCAT
CCGAGRAATTGCGAAGTTGACGGGTATCACATTCCARARGGATCCACACTCCTCGTCAATGTGTGGGCCAT
TGCTCGTGACCCAAAGATGTGGGCGGACCCACTTGAGTTCCGCCCCGCACGGTTCTTGCCTGGAGGCGAA
AAGCCCAATGTTGATGTGAAAGGGAATGATTTTGAAGTTATACCGTTCGGGGCTGGACGAAGGATTTGTG
TGGGTATTAGCCTCGGGTTGAGGATGGTCCAGTTGCTTGTTGCAACGTCGGTCCAGACCTTCGATTGGGA
ATTAGCTAACGGGTTAAAGCCGGAGAAGCTCAACATGAATGAAGCTTATGGGCTAACCCTTCAAAGAGAA
GAGCCCTTGGTGGTGCACCCAAAGCCGAGGTTAGCTCCTCATGTATATGAAAGTGGTTAAAGATTGACTA
GTTGTCGTTTGGAAAATTGATAGCTTTCAATTAAACAGGTTATGTTTGTTGTATCTACGTTGTACGTTAA
TTGTTTTAAGTTGAGAACACCCAATTTGTAATGGG

Fig. 7
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Acc. No. FJ216430| Tagetes erecta flavonoid 3'-hydroxylase mRNA,
komplette kodierende Region
ATGTCCATTCTAACCCTACTACTTTACACCTCCATCACTTCCCCCGTGCTGTACCTCCTGCTTAACCTGC
GCACCCGTCACCCTAACCGTCTCCCTCCCGGCCCAACCCCATGGCCGATCGTCGGAAACCTCCCGCACCT
CGGCACAATTCCGCACCACTCGCTAGCGCGGCTGGCGGTARAGTACGGCCCGTTGATGCACCTCCGCCTC
GGCTTCGTTGACGTGGTGGTCGCCGCCTCGGCGTCCGTCGCTGCTCAGTTTTTAARAACTAATGACGCGA
TTTTCGCCAGCCGGCCGCCGAACTCCGGCGCGAAGCATATCGCGTATAACTACCAGGATCTGGTGTTTGC
ACCGTACGGTCCGCGGTGGCGGATGCTGCGGAAGATCTGCTCGGTGCACCTTTTCTCCGCCAAAGCCCTC
GATGATTTCCGTCATATTCGACAGGAGGAGGTGGCGATACTCACACGTGCTTTGATCGGCGCCGGAGAAT
CAACGGTGAAACTAGGTCAACTACTCAACGTGTGCACCACARACGCATTAGCGCGTGTGATGTTAGGTAG
GAGAGTGTTCGGCGACACCGGTGATCTAAAGGCGGATGAGT TTAAAGATATGGTGGTTCAGCTGATGGTG
TTGGCCGGAGAATTTAACATTGGTGACTTTATCCCGGCGCTTGACTGGCTGGACATGCAAGGCATTACGA
AGAAGATGAAGARACTCCATGCTCAATTTGATTCGTTCCTTAACGCGATTCTTGAAGARCATAAATCCCG
GCATGGCCGCACGTCGGGTCACGGTGACTTGCTGAGCACGCTGATCGCACTCAAGGATGATGCTGACGGT
GAGGGTGGGAAACTTTCAGATATTGAAATCAAAGCTTTGTTACTGAACTTATTCGTTGCAGGAACAGACA
CGTCATCTAGCACAGTGGAATGGGCAATAGCCGAACTCATTCGCCATCCACGAATGCTARAACAAGCCCA
AGAAGAAATGGACAACGTAGTTGGCCGAGACCGGCTTGTATCCGAATCTGATCTCAGCCARCTACCATTC
CTCCAAGCCATTGTAAAGGAGACCTTTAGACTCCACCCCTCAACACCCCTCTCCTTGCCAAGARATCTCAT
CCGAGAATTGCGAAGTTGACGGGTATCACATTCCAAAAGGATCCACACTCCTCGTCAATGTGTGGGCCAT
TGCTCGTGACCCAAAGATGTGGGCGGACCCACTTGAGTTCCGCCCCACACGGTTCTTGCCTGGAGGCGAA
AAGCCCAATGTTGATGTGAAAGGGAATGATTTTGAAGTTATACCGTTCGGGGCTGGGCGAAGGATTTGTG
TGGGTATTAGCCTCGGGTTGAGGATGGTCCAGTTGCTTGTTGCAACGTTGGTCCAGACCTTCGATTGGGA
ATTAGCTAACGGGTTAAAGCCGGAGAAGCTCARCATGAATGAAGCTTATGGGCTAACCCTTCAAAGAGAA
GAGCCCTTGGTGGTGCACCCARAGCCGAGGTTAGCTCCTCATGTATATGAAAGTGGTTARAAGATTGACTA
GTTGTCGTTTGGAAAATTGATAACTTTCAATTAAACAGGTTATGTTTGTTGTATCTACGTTGTACGTTAA
TTGTTTTAAGTTGAGAARCACCCAATTTGGGATGGGTTATATATTCGTTAAGT TAATAATAAAATAAATAT
TGCATAAAAAAAARAARAAA

Fig. 8

Acc. No. FJ216431| Rudbeckia hirta flavonoid 3'-hydroxylase mRNA,
komplette kodierende Region
ATGGCCATTCTAACCCTACTACTTTACACCTCCATCACTTCCCTCGTGCTGTACCTCCTGCTTAACCTGC
GCACCCGTCACCCTAACCGTCTCCCACCCGGCCCAACCCCATGGCCGATCGTCGGARACCTCCCGCACCT
CGGTACAATTCCACACCACTCGCTAGCGCGGTTGGCCGCAAAGTACGGCCCGTTGATGCACCTCCGCCTC
GGCTTCGTTGACGTGGTGGTCGCGGCCTCGGCGTCCGTCGCTGCTCAGT TTTTGAARAACTAATGACGCGA
TTTTCGCCAGCCGGCCGCCGAACTCCGGCGCGARGCATATCGCGTATAACTACCAGGATCTGGTGTTTGC
ACCATACGGTCCGCGGTGGCGGATGCTGCGGAAGATCTGCTCGGTGCACCTTTTCTCCGCCAAAGCACTC
GATGATTTCCGTCATATTCGACAGGAGGAGGTGGCGATACTCACACGTGCTTTGATCGGCGCCGGAGAAT
CAACGGTGAAACTAGGTCAACTACTCAACGTGTGCACCACARACGCATTAGCGCGTGTGATGTTAGGCAG
GAGAGTGTTCAGCGACACCGGTGATCTAAAGGCGGATGAGTTTAAAGATATGGTGGTTCAGCTGATGGTG
TTGGCCGGAGAATTTAACATTGGTGACTTTATCCCGGCGCTTGACTGGCTGGACATTCAARGGCATTACGA
AGAAGATGAAGAAACTCCATGCTCAATTTGATTCGTTCCTTAACGCGATCCTTGAAGAACATAAATCCGG
CAATGGCCGCACGTCGGGTCACGGTGACTTGCTGAGCACGCTGATCGCACTCAAGGATGATGCTGACGGT
GAGGGTGGGAAACTTTCAGATATTGAAATCAAAGCTTTGCTACTGAACT TATTCGTTGCAGGAACAGACA
CGTCATCTAGCACAGTGGAATGGGCAATAGCCGAACTCATTCGCCATCCACGAATGCTAARACAAGCCCA
) AGAAGAAATGGACAACGTAGTTGGCCGAGACCGGCTTGTATCCGAATCTGATCTCGGCCAACTACCATTC
CTCCAAGCCATTGTAAAGGAGACCTTTAGACTCCACCCTTCAACACCCCTCTCCTTGCCAAGAATCTCAT
CCGAGAATTGCGAAGTTGACGGGTATCACATTCCAAAAGGATCCACACTCCTTGTCAACGTGTGGGCCAT
TGCTCGTGACCCAAAGATGTGGGCGGACCCACTTGAGTTCCGCCCCACACGGTTCTTGCCTGGAGGCGAA
AAGCCCRATGTTGATGTGAARAGGGAATGATTTTGAAGTTATACCGTTCGGGGCTGGACGAAGGATTTGTG
TGGGTATTAGCCTCGGGTTGAGGATGGTCCAATTGCTTGTTGCAACGTTGGTCCAGACCTTCGATTGGGA
ATTGGCTAACGGGTTAGAGCCGGAGAAGCTCAACATGAATGAAGCTTATGGGCTAACCCTTCARAGAGAA
GAGCCCTTGATGGTGCACCCARAGCCGAGGTTAGCTCCTCATGTATATGAAAGTGGTTAAGGACTGACTA
GTTGTCACTTTCAATAAAACAGGTTGTTTGCTGTATCTACGTTGTACGTTAATTTGTAAGTTGAGAACAC
CCAATTTGTAATGGG

Fig. 9
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Acc. No. FJ753549| Echinops bannaticus flavonoid 3'-hydroxylase mRNA,
komplette kodierende Region
CCTCCAAACTCCATATGTARAATGACCATTCTAACCTTCCTCCTGTACACCTGCATTACTGGGTTAGTCT
TCTATGCATTGCACTTGTTTAACCTGCGCACACCTCACCGTAACCGCCTCCCCCCCGGCCCAACACCATG
GCCAATCGTCGGCAACTTACCACATCTCGGCAGAGTTCCGCACCATTCGCTGGCGGACTTGGCGACAAAG
TACGGCCCGTTGCTGCATCTCCGGCTCGGATTTGTTGACGTGGTGGTGGCCGGATCGGCTTCTGTCGCCG
CACAGTTTTTGAAGGTTCATGATGCGAATTTCGCTAGCAGGCCGCCGAACTCCGGAGCGAAGCATATGGC
GTATAATTATCAGGATATGGTGTTCGCACCGTACGGTCCGARATGGCGGATGCTTCGGAAGATTTGCTCG
GTGCACCTTTTCTCTACCAAAGCACTCGATGATTTCCGTCACGTTCGTCAGGAGGAGGTAGCGATACTTG
CTCGCGCTTTGGTCGGAGCCGGAGAATCAACGGTGAAATTAGGTCAGTTACTTAACGTGTGCACCACAAA
CGCGTTAGCACGAGTTATGT TAGGCAGGAGAGTGTTTGGCGATGGAAGTGGAGGCGGCGATTCGAAGTCG
GATGAATTTAAGGATATGGTGATGGAGATGATGGTGTTGGCCGGAGAATTCAACATCGGCGACTTCATTC
CGGCTCTGGACTGGCTGGACCTGCAATCCGTGACGAAARAGATGAAGAAACTCCATGTTCGGTTCGATTC
GTTCCTTAATACGATCCTGGAAGAGCATAAAAGTGGTAATATGGATTTTGTGAGCAGGTTGATTTCCGTC
AAGGATGATGCAGACGGACAGGGAGGGAAGCTTTCAGACACCGAAATCAAARGCTTTACTTCTGAATTTGT
TTGCCGCGGGAACAGACACATCATCTAGCACTGTTGAATGGGCAATCGCCGAACTCATTCGACATCCACA
ACTATTGAAGCAAGCCCAAGAAGAAATGGACACCATAGTTGGTCGAGACCGGCTAGTTACTGAAGTGGAC
CTAAGTAGACTAACATTCCTCCAAGCCATTGTGAAGGAGATATTTAGGCTCCATCCGTCAACACCACTCT
CATTGCCAAGGATTGCATCAGACACTTGTGAGGT TGACGGATATTATATTCCTARAGGATCCACGCTCCT
TGTTAATGTGTGGGCCATCTCTCGAGACCCAAAAATATGGTCCAATCCACTTGAATTCCAACCCACTCGA
TTCTTGCCTGGTGGTGARAAGCCAGATGCCGATGTCAAGGGARATGATTTTGAGCTCATACCATTTGGGG
CTGGACGAAGGATTTGTGCAGGTATGAGTCTGGGAT TAAAGATGGTCCAGT TACTCACTGCAACTCTAGT
CCATGCATTCGATTGGGAATTGGCTAACGGGT TAGACCCAGATAAGCTCAACATGGAAGAAGCCTATGGG
TTAACCCTCCAAAGGGCTACACCCTTGATGGTGCACCCAAGGCCAAGGTTAGCCCCTCATGTATACCAAA
GTGGTTAAGGACTTAACCCGTTATTTATTCGCATTTTTGTTTGCGAAATTAATTAATCATATTTTCTCTA
GCGATTATGTACGTTCTCTAAAAATGTTTTTTTTAATTATCTTATTCATGTAAGTTGTTTCATGTTTTGG
CTAAATAAATAATTTAAATACTCATCTATCATTTCTTTCAAAAAAAAAAAAARRARAARA

Fig. 10

Acc. No. FJ753550| Centaurea cyanus flavonoid 3'-hydroxylase mRNA,
komplette kodierende Region
ATGACATTTCTACCCCTGGTTCTATACACCTCTGTCGCCCTGTTACTCCTCTACGTATTGCTTAACCTAC
GCACCCCTCGCTCGAACCGCCGGCTTCCCCCCGGCCCGACCCCGTGGCCGATAGTCGGARACTTGCCTCA
TCTCGGCAAGATGCCTCACCATGCATTGGCCGCAATGGCGGACAAGTACGGCCCCTTGATGCATCTACGG
TTCGGCGTTGTGGACGTCGTGGTGGCCGCGTCTGCTTCCGTGGCCGCTCAGTTTTTGAAGGTCCACGACG
CGAACTTCGCGAGCAGGCCGCCCAACTCCGGGGCGAAGCATCTCGCGTACGATTATCAGGATCTCGTGTT
TGCCCCATACGGTCTGAAGTGGAGGATGCTTCGGAAGATCTGCTCGGTGCATCTGTTCTCGAATAAGGCA
CTCGATGATTTCCGTCACGTTCGTGAGGAGGAGGTGGCGGTTTTGACCCGTGCTTTGGCCGGAGCCGGAG
GATCGACGGTGGCTTTAGGTCAATTACTTAACGTTTGCACCACAAACGCTTTGGCACGAGTGATGTTAGG
TAGGAGAGTATTTGGTGACGGTAGCGGAGGCGGAGATCGGAAGGCGGATGAATTCAAGGAAATGGTGGTT
GAAATGATGGTATTGGCCGGAGAATTCAACATCGGCGACTTCATTCCGGCGCTTGATTGGCTGGACCTGC
AAGGCGTAACCAAAAAAATGAAAAACCTCCATCTCCGATTTGATTCGTTTCTTAACGAAATCCTCGAAGA
CCATAAAAATGGCGGTGACATCATCACTTCCGGTAACGTGGACTTGCTAACCACGTTGATTTCACTCAAG
GACGACGCCGATGGGGAGGGTGGGAAGCTTTCAGACATCGAAATCARAGCTATACTTCTGAATTTATTTA
CTGCTGGAACAGACACGTCATCTAGTACGGTGGAATGGGCAATGGCAGAACTTATTCGATATCCACAACT
AATGCAAAAAGCCCAAGAAGAAATAGAAAGCGTAGTCGGTAGGGACCGACTTGTATCTGAATTGGACCTA
' CCCCGACTAACGTTCCTTGAAGCCGTTGTGAAGGARACCTTTAGGCTCCACCCGTCGACCCCACTATCCT
TGCCTAGAATGGCATTAGAGAGTTGTGAAGTCGATGGGTATTACATTCCCAAAGGATCCACGCTTCTTGT
TAACGTGTGGGCCATTGCTCGAGACCCARAAATGTGGGATGACCCGCTTGAATTCCGACCTAGACGATTC
TTGCCAAGAGGTGAAAAACCGAATGCTAATGTGAAAGGAAATGATTTCGARATCATACCGTTTGGGGCTG
GACGAAGAATTTGTGCAGGCATGAGCCTAGGGTTAAGGATGGTCCAGTTGCTCACCGCGACACTGGTCCA
TGCCTTTGATTGGAAATTGGCTAATGGGTTAGACTCAGAGAAAT TGAACATGAAAGAAGCTTATGGGTTA
ACCCTTCAAAGGGATGTACCTTTGATGGTACACCCTAGCCCAAGGTTAGCTCCCGAGTTATACAAARGTG
GTTAAGGTCTTGAAAAACCAATGTAGTGGTCTATAGCA

Fig. 11
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Acc. No. DQ218417| Gerbera hybrid cultivar D1 flavonoid 3'-~hydroxylase mRNA,
komplette kodierende Region
ATGACGCCTTTAACGCTCCTTATCGGCACCTGTGTCACTGGATTATTCCTCTACGTGTTGCTTAACCGGT
GCACCCGTAACCCTAACCGCCTCCCGCCCGGCCCAACGCCATGGCCGGTCGTCGGAAACCTACCGCATCT
CGGCACTATACCACACCACTCGCTGGCGGCGATGGCGAAGAAGTATGGCCCGTTGATGCACCTCCGGCTA
GGCTTCGTCGACGTCGTGGTGGCCGCCTCCGCCTCCGTCGCCGCGCAGTTTTTGAAGACTCACGACGCGA
ACTTCGCCGATCGGCCTCCGAACTCCGGAGCCAAGCATATCGCGTATAATTATCAGGATCTGGTGTTTGC
TCCGTACGGTCCGCGGTGGCGGATGCTTCGGAAGATTTGCTCGGTGCACCTGTTTTCCACCAAAGCGCTC
GATGATTTCCGGCACGTCCGGCAGGAGGAGGTAGCGATACTAGCGCGCGCTTTGGTCGGCGCCGGAAAAT
CACCGGTGARATTAGGTCAGTTACTGAACGTGTGCACCACAAACGCATTGGCGCGAGTGATGTTAGGGAG
GAGAGTATTTGACTCCGGCGATGCTCAGGCGGATGAGTTCAAGGACATGGTGGT TGAGCTGATGGTGTTA
GCCGGAGAATTCAACATCGGCGACTTCATCCCCGTGCTTGACTGGCTGGACCTGCAAGGCGTGACGAAGA
AGATGAAGARACTCCACGCGAAATTCGACTCGTTCCTTAACACGATCCTCGAAGAACATARAACCGGCGC
CGGTGACGGTGTCGCGTCGGGTAAAGTTGACT TGTTGAGCACGTTGATTTCGCTGAAGGATGACGCAGAT
GGAGAGGGAGGGAAGCTGTCGGACATTGAAATCARAGCTTTGCTTCTGAACTTATTCACAGCGGGGACTG
ACACATCATCTAGTACTATTGAATGGGCTATAGCTGAACTAATTCGCAACCCGCAACTATTGAACCAAGC
CCGAAAAGARATGGACACCATAGTTGGTCAAGACCGACTTGTAACCGAGTCAGACCTAGGTCAACTAACA
TTCCTCCAAGCCATTATCAAGGAAACTTTTAGGCTTCACCCGTCGACCCCACTATCACTGCCAAGGATGG
CATTGGAAAGTTGTGAGGTTGGCGGTTATTACATCCCTAAAGGATCCACTCTCCTTGTTAATGTGTGGGC
CATTTCTCGAGACCCTAAAATTTGGGCCGATCCACTTGAATTTCAGCCCACTCGATTCTTACCTGGGGGT
GAAAAGCCCAATACTGATATCAAAGGARATGATTTTGAAGTCATACCGTTTGGGGCCGGACGAAGGATTT
GTGTCGGAATGAGCCTAGGGTTAAGGATGGTCCAGTTGTTGACTGCAACCCTAATCCATGCCTTTGATTG
GGAACTGGCTGATGGGTTARACCCAARAGAAGCTTAACATGGAAGAGGCTTACGGGCTGACCCTTCAAAGG
GCCGCACCGTTAGTGGTTCACCCAAGGCCAAGGTTAGCCCCACATGTATATGAGACGACTAAGGTCTAG

Fig. 12

Acc. No. DQ250711| Osteospermum hybrid cultivar flavonoid 3'-hydroxylase mRNA,
komplette kodierende Region
GAAAACCACCTTTACATTCTTATTTATTTATTTATTACACATACATAAGTAAAATGACCATTTTACCCCT
TGTACTCTACAGTTGCATCACTGGATTAGTGATCTATGTACTGCTTAACCTGCGCACCCGTCACTCTAAC
CGCCTGCCCCCTGGGCCCACACCATGGCCGATCGTCGGARACCTACCGCATCTCGGCGTAGTTCCGCATC
ACTCGCTGGCGGCAATGGCGGAARARATACGGTCCGTTGATGCATCTCCGGTTAGGTTTTGTTGACGTGGT
GGTGGCGGCGTCTGCTGCCGTTGCTGCTCAGTTTTTGARAGTTCATGATGCGAATTTTGCGAGTAGACCG
CCTAATTCCGGTGCGAAACATATAGCGTATAATTATCAAGACTTGGTGTTTGCGCCGTACTACGGTCCGC
GGTGGCGTATGCTTCGGAAGATTTGCTCCGTTCACCTGTTTTCTTCTAAAGCGCTTGATGATTTCCGGCA
TGTCCGCCAGGAGGAGGTGGCGATACTGACGCGCGCTTTGATCGGCGCCGGTGACTCGCCGGTGAAACTA
GGTCAATTACTGAACGTGTGCACAACAAACGCATTGGCGCGCGTGATGTTAGGTAAGAGAGTATTCGGTG
ACAGAAGTGGTGGCGGTGATCCARAGGCGGATGAGTTCAAGGATATGGTGGTTGAGGTGATGGAGTTGGC
CGGAGAATTCAATATCGGTGATTTTATACCGGTGCTTGATTCTCTCGATCTGCAAGGAATCGCGAAGAAG
ATGAAGGAACTTCACGTGCGATTTGATTCGTTCCTTGGTAAGATCCTTGAAGAACATAARACCGGCAACG
GTGGCGCGTCGAGTCAACACACTGACTTGTTGACTACCTTGATTTCACTCAAGGATGATACTGATGAAGA
GGGTGGGAAGCTTTCAGACATTGARATCAAAGCTTTGCTTCTGAACTTATTTACTGCGGGAACAGACACG
TCATCTAGTACCGTGGAATGGGCAATAGCCGAACTCATTCGTCATCCGCAACTATTGARACAGGCCCAAG
AAGARATAGACAATGTAGTAGGCCGAGACCACCTAGTAACCGAATTGGACCTAACCCAACTACCATTCCT
CCAAGCCATTGTGAAGGAGACCTTTAGGCTCCACCCATCAACACCACTCTCACTACCAAGAATTGCATCC
GAGAGTTGTGAGGTCAACGGGTACCATATCCCTAAGGGATCCACACTCCTTGTTARACGTGTGGGCCATAG -
CCCGAGACCCAAAAATGTGGTCCGAACCACTTGAATTCCGTCCAGCCCGATTCTTACCCGGGGGTGAAAA
GCCCGATGCTGATGTTAAGGGCAACGATTTTGAAGTCATACCATTCGGGGCCGGAAGGAGGAGTTGTGCG
GGTATGAGTCTAGGATTGAGAATGGTTCAATTACTCGTTGCAACGTTGGTACARACCTTTGACTGGGAAT
TGGCTAATGGGTTGAAACCCGAGAAGCTTAACATGGAAGAAGCGTATGGGCTAACTCTTCAACGGGCTGC
ACCCTTGTTGGTACACCCAAAGCCGAGGTTAGCACCTCATGTGTACGGAAGTAATTAAGGGCTARATTCT
CTATGGCGTTTTTGTTTGCATAATTATTCAATTCAAGTTTTTGT TTGCATAATTATTCAATTCAAATTTC
GATTTCGRATTCGAATAATTAGGTAAACAATTGTATTTGCTATTTGAAGTGTTAGTGTATATGGTTTCTG
TAAGTGATTGAGATATTTTCATGATAATGAAAAAACAATGATGCGAAAAAA

Fig. 13
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Acc. No. FJ753548| Cichorium intybus flavonoid 3'-hydroxylase mRNA, komplette
kodierende Region
GAAAACTCCGTCTACAAACTACTTACATCACACTTTTTGAACCGAACCCCCATCATATGTARAATGACCC
TTTTAACACTAATCATCTACGCCTGCGTCACTGGGATAGCAGCCTATGTATTGCTAAACCTGCGGAACCG
TCGGGCAAAACGCCTGCCGCCCGGCCCAACCCCATGGCCCATAGTCGGAAACTTACCTCACCTCGGTACA
ATCCCGCACCACTCGTTGGCCGCTTTAGCAACAAGGTACGGACCGTTGATGCACCTACGTCTCGGCTTCG
TTGACGTGGTGGTGGCGGCATCGGCATCCGTCGCTGCACAGTTTTTGAAGGCTCATGACGCTAATTTCGC
CAGCAGGCCGCCCAATTCCGGAGCGAAGCATATGGCGTATAATTATCAGGATCTGGTATTCGCGCCGTAC
GGTCCGCGGTGGCGAATGCTTCGGAAAATTTGCTCGGTGCATCTGTTTTCTGCCARATCACTTGATGATT
TCCGTCACGTTCGACAGGAGGAGGTAGCGATACTCACGCGCGCTCTGGTTGATGCCGGAAAATCAACGGT
GATATTGGGTCAGCTACTTAACGTGTGCACCACAAACGCATTGGCACGAGTAATGTTAGGCAGGAGAGTA
TTTGGCGATGGAAGCGGAGGAGGCGATCCAAAGGCAGATGAGTTCARGGATATGGTGGTTGAACTGATGG
TGTTAGCCGGAGAATTCAACATCGGTGACTTCATCCCGGCGCTTGATATTCTGGACCTGCAAGGCGTGAC
GAAAAAGATGAAGAAACTTCACACTCGATTCGATTCGTTCCTTAACACGATCCTCGAAGAGCATAAAACC
GGCGGCAGCGGCGCGTCGGCTCACGTAGACTTGTTGAGCACGTTGATTTCGCTGAAGGATGATGCCGATG
GAGAGGGAGGGAAGCTTTCGGACACCGAAATTAAAGCTTTACTTCTGAATTTATTCGCTGCGGGAACCGA
TACGTCATCTAGTACCGTGGAATGGGCAATAGCGGAACTCATCCGCCATCCGCATTTAATGAAACARAGCC
CAACAAGAAATGGACACAGTAGTAGGTCAAGACCGGCTTGTAACCGAATTGGACCTGAGTCAACTAACAT
TCCTCCAAGCCATTGTGAAGGAAACCTTTAGGCTCCACCCATCAACACCACTCTCCTTACCAAGAATAGC
ATCCGAGAGCTGTGAGATCAACGGGTACAACATTCCAARAGGATCCACACTCCTTGTCAACGTGTGGGCC
ATAGCCCGCGACCCGAAAATGTGGACCAACCCGCTTCAGTTCCAGCCCGCCCGGTTCATGCCCGGGGGCG
AAAAGCCCAATGCTGATGTCAAGGGAAATGATTTTGAAGTGATACCATTTGGGGCAGGACGAAGGATTTG
TGCGGGTATGAGCCTAGGGTTGAGAATGGTCCAATTGCTCACTGCAACACTCGTTCAAGCCTTTGATTGG
GAATTGGCTAATGGGTTGGAACCAGCCGACCTTAACATGGAAGAAGCCTATGGGTTGACCCTTCAAAGGG
CTGCACCCTTGGTTGTGCACCCAAGGCCGAGGTTAGCCCCCTATGTGTACAAAACTTAAGACCCGATAAA
CCGAATGCTCTTTTGTGTTTTTGTTTGCTTAATATAATTGGAGTTTGTGTTTCAAAAAAAAAAAARRAA

Fig. 14




11/12

Bcc. No. DQ272592) Antirrhinum majus flavonoid-3'-hydroxylase mRNA, komplette
kodierende Region
GCCGGCCTAATAACTAAAAGCCCACTCTTTCCGACCATCTATACATGCAARCACCAATATTATTCTTTAAT
TACGATGGATGATATTAGCATAACCAGCTTATTGGTGCCATGTACTTTTATATTAGGGTTCTTGCTTCTA
TATTCCTTCCTCAACAGAAAAGTAAAGCCACTGCCACCTGGACCGAAGCCATGGCCCATCGTCGGAAATC
TGCCACATCTTGGGCCGAAGCCCCACCAGTCGATGGCGGCGCTGGCACGGGTGCACGGCCCATTAATTCA
TCTGAAGATGGGCTTTGTGCATGTGGTTGTGGCCTCCTCAGCATCCGTTGCGGAGAAATTTCTGAAGGTG
CATGACGCAAACTTCTCGAGCAGGCCTCCCAATTCGGGTGCARAACACGTGGCCTACAACTATCAGGACT
TGGTCTTTGCTCCTTATGGCCCACGCTGGCGGATGCTCAGGAARAATCTGTGCACTCCACCTCTTCTCCGC
CAAAGCCTTGAACGACTTCACACACGTCAGACAGGATGAGGTGGGGATCCTCACTCGCGTTCTAGCAGAT
GCAGGAGAAACGCCGTTGAAATTAGGGCAGATGATGAACACATGCGCCACCAATGCAATAGCGCGTGTTA
TGTTGGGTCGACGCGTGGTTGGACACGCAGACTCAAAGGCGGAGGAGT TTAAGGCAATGGTAGTGGAGTT
GATGGTATTAGCTGGTGTGTTCAACTTAGGTGATTTTATCCCACCTCTTGAAAAATTGGATCTTCAAGGT
GTCATTGCTAAGATGAAGAAGCTTCACTTGCGTTTCGACTCGTTCTTGAGTAAGATCCTTGAAGACCACA
AGATCAACAGCTCAGATGAAACCARAGGCCATTCGGATTTGTTGAACATGTTAATTTCTTTGAAGGACGC
TGATGATGCCGAAGGAGGGAGGCTCACCGACGTAGAAAT TAAAGCGTTGCTCTTGAACTTGTTTGCTGCA
GGAACTGACACAACATCAAGCACTGTGGAATGGTGCATAGCTGAGTTAGTACGACATCCTGAAATCCTTG
CCCAAGTCCAAAAAGAACTCGACTCTGTTGTTGGTAAGAATCGGGTGGTGAAGGAGGCTGATCTGGCCGG
ATTACCATTCCTCCAAGCGGTCGTCAAGGARARATTTCCGACTCCATCCCTCCACCCCGCTCTCCCTACCG
AGGATCGCACATGAGAGTTGTGAAGTGAATGGATACTTGATTCCARAGGGTTCGACACTTCTTGTCAATG
TTTGGGCAATTGCTCGCGATCCAAATGTGTGGGATGAACCACTAGAGTTCCGGCCTGAACGATTCTTGAA
GGGCGGGGAAAAGCCTAATGTCGATGTTAGAGGGAATGATTTCGAATTGATACCGTTCGGAGCGGGCCGA
AGAATTTGTGCAGGAATGAGCTTAGGAATACGTATGGTCCAGTTGTTGACAGCAACTTTGATCCATGCGT
TTGACTTTGATTTGGCGGATGGACAGTTGCCTGAAAGCTTAAACATGGAGGAAGCTTATGGGCTGACCTT
GCAACGAGCTGACCCTTTGGTAGTGCACCCGAAGCCTAGGTTGGCACCTCATGTTTATCARACTTAGGAC
TCATGTTTAGAGAACCTCTTGTTGTTTTATCAGATTGAAGTGTGATGTCCAAGACCCCCTTTATTAGCAT
AAGTACCTACCCATGGCGCATCTGTAATAARATCTGGGTCAARATGCCAARACTACTCGTGTGTTATCTCC
ACTTGGCAATTAAAGTCCTATGTTATTTCAATTAGCAARAAAACCCCTGTGCACAATACCAAACTTTGCT
CCCAATTCCCAACTCATTTTCAACTTTGACTGGATGCAARATGGCCTTTTTGCCCATATATAAAGCTTCT
AATCATTTAAGAATTTTACTTCAAAGATTTTGAAACTAAAATTCTTTTTCAT TAAAAAAAAAARARAARAR
AAAAAAAAAAAAARAARARARAAA

Fig. 15
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Acc. No. AF271651|AF271651 Arabidopsis thaliana chromosome V flavonoid 3'-
hydroxylase mRNA, komplette kodierende Region
ATGGCAACTCTATTTCTCACAATCCTCCTAGCCACTGTCCTCTTCCTCATCCTCCGTATCTTCTCTCACC
GTCGCAACCGCAGCCACAACAACCGTCTTCCACCGGGGCCARACCCATGGCCCATCATCGGAAACCTCCC
TCACATGGGCACTAAGCCTCATCGAACCCTTTCCGCCATGGTTACTACTTACGGCCCTATCCTCCACCTC
CGACTAGGGTTCGTAGACGTCGTGGTCGCCGCTTCTARAATCCGTGGCCGAGCAGTTCTTGAAAATACACG
ACGCCAATTTCGCTAGCCGACCACCAAACTCAGGAGCTAAACACATGGCATATAACTATCAAGATCTTGT
CTTTGCACCTTACGGACACCGATGGAGACTGTTGAGAARAGATTAGTTCTGTTCATCTATTTTCAGCTAAA
GCTCTCGAAGATTTCAAACATGTTCGACAGGAAGAGGTTGGAACGCTAACGCGGGAGCTAGTGCGTGTTG
GCACGAAACCCGTGAATTTAGGCCAGTTGGTGAACATGTGTGTAGTCAACGCTCTAGGACGAGAGATGAT
CGGACGGCGATTGTTCGGCGCCGACGCCGATCATAAAGCTGACGAGTTTCGATCAATGGTGACGGAAATG
ATGGCTCTCGCCGGAGTATTCAACATCGGAGACTTCGTGCCGTCACTTGATTGGTTAGATTTACAAGGCG
TCGCTGGTAAAATGAAACGGCTTCACAAGAGATTCGACGCTTTTCTATCGTCGAT TTTGAAAGAGCACGA
AATGAACGGTCAAGATCAAAAGCATACAGATATGCTTAGCACTTTAATCTCCCTTARAGGAACTGATCTT
GACGGTGACGGAGGAAGCTTAACGGATACTGAGATTAAAGCCTTGCTATTGAACATGTTCACAGCTGGAA
CTGACACGTCAGCAAGTACGGTGGACTGGGCTATAGCTGAACTTATCCGTCACCCGGATATAATGGTTAA
AGCCCAAGAAGAACTTGATATTGTTGTGGGCCGTGACAGGCCTGTTAATGAATCAGACATCGCTCAGCTT
CCTTACCTTCAGGCGGTTATCAAAGAGAATTTCAGGCTTCATCCACCAACACCACTCTCGTTACCACACA
TCGCGTCAGAGAGCTGTGAGATCAACGGCTACCATATCCCGAAAGGATCGACTCTATTGACGAACATATG
GGCCATAGCCCGTGACCCGGATCAATGGTCCGACCCGTTAGCATTTARACCCGAGAGATTCTTACCCGGT
GGTGARAAATCCGGCGTTGATGTGAAAGGAAGCGATTTCGAGCTAATACCGTTCGGAGCTGGGAGGAGAA
TCTGTGCCGGTTTAAGTTTAGGGTTACGTACGATTCAGTTTCTTACGGCGACGTTGGTTCAAGGATTTGA
TTGGGAATTAGCTGGAGGAGTTACGCCGGAGAAGCTGAATATGGAGGAGAGTTATGGGCTTACACTGCAA
AGAGCGGTTCCTTTGGTGGTACATCCTAAGCCAAGGTTGGCTCCGAACGTTTATGGACTCGGGTCGGGTT
AA

Fig. 16

Acc. No. AF313488| Callistephus chinensis putative flavonoid 3'-hydroxylase
mRNA, komplette kodierende Region
ATTACATCCCCCTCACATGTGCAATGACCATTTTACCCTTTATTTTCTACACATGTATCACTGCCTTAGT
GCTCTATGTATTGCTTAACCTTTTGACCCGTAACCCAAACCGCCTTCCCCCAGGTCCARCCCCATGGCCC
ATAGTTGGAAACCTACCACACCTTGGCATGATACCACACCACTCATTAGCGGCCTTGGCCCAARAGTATG
GTCCGCTGATGCACCTACGCCTCGGGTTTGTTGACGTGGTCGTGGCCGCGTCAGCATCCGTTGCGGCACA
ATTTCTAAAAACTCATGACGCAAACTTTGCAAGTAGACCACCCAACTCTGGAGCCAAGCATATTGCCTAT
AACTATCAAGATCTTGTGTTCGCACCTTATGGTCCAAGGTGGCGAATGCTTAGGAAAATTTGTTCGGTTC
ACTTGTTTTCCACTAAAGCACTAGACGACTTCCGTCATGTTCGAGAGGAAGAGGTAGCGATACTGACGCG
AGTGTTAGTCCATGCGGGTGAATCAGCGGTGAAATTAGGACAACTACTGAACGTGTGCACCACAARACGCG
TTAGCACGAGTGATGCTAGGCCGGAGAGTTTTCGCGGACGGCAGTGAAGGCCGGGGAGTCGACCCARAGG
CAGATGAGTTCAAGGACATGGTGGTGGAACTCATGGAATTAGCCGGTGAATTCAACATAGGTGACTTCAT
ACCACCACTTGACTGCCTTGATTTGCAAGGCATCACCAARAAAGATGAAGAARACTTCATGCTCGATTCGAC
AAGTTTCTTAACATCATCCTAGACGACCATAAAATCGAAAAAGGCGCGGCCGGCCGCCGTCATAGTGACT
TGCTGACCACGCTGATTTCACTCAAGGATGTTGATGCTGCTGATGATGATGAAGAAGGGARACTTTCAGA
CATTGAAATCAAGGCTTTGCTCCTGAACTTATTTGCTGCAGGAACAGACACATCATCTAGTACCGTGGAA
TGGGCAGTAGCCGAACTTATTCGTCATCCGGAACTATTGAAACAAGCACGCGAAGAAATGGATATCGTAG
TTGGTCGAGACCGGCTTGTAACCGAATTGGACTTAAGCCGGCTAACATTCCTACAAGCCATTGTGAAGGA
GACCTTTAGGCTCCACCCTTCGACGCCACTCTCCCTTCCAAGGATGGCGTCGGAGAGT TGCGAGGTGGAT
GGGTACTACATTCCCAAAGGATCCACACTCCTTGTTAATGTATGGGCCATAGCCCGCGACCCAAAAATGT
GGACTAACCCACTTGAGTTCAGGCCCAGTCGGTTCTTACCCGGGGGTGAARAGCCCGATGCAGATATCAA
AGGAAATGATTTTGAGGTCATACCAT TTGGGGCCGGGAGAAGAATATGTGCGGGTATGAGCCTAGGGATG
AGAATGGTCCAGTTGCTCATTGCAACATTGGTCCAAACCTTTGATTGGGAATTGGCTAATGGGTTAGACC
CGGAGAAGCTCAACATGGAAGAAGCTTACGGGCTAACCCTTCAAAGGGCTGAACCCTTAATGGTGCACCC
ARGGCCCAGGCTATCTCCCCATGTATATGAAAGTCGTTAAGGACTAAAACGGATTTTGGTGTTTTGGTTA
GCCAAGTTGGAAATTCGGCATTTGTATTTCAAATGATTATGGAAAGTAATGTCTTTGCTCTTCGRATTGT
TGGTAAAAARAAAAAAAAAAAARAA

Fig. 17
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Patentanspriche: : {

1. Isoliertes Nukleinsduremolekiil, umfassend eine Nukleotidse-

quenz, welche fiir ein Polypeptid mit Chalkon 3-Hydroxylase-Akti-
vitdt kodiert, 1 umfasst
oder mindestens 60% Identit&t zu SEQ ID Nr.

der Lage ist mit einem Molekiil umfassend die Sequenz aus SEQ ID

wobei die Nukleotidsequenz SEQ ID Nr.

1 aufweist oder in

Nr. 1 zu hybridisieren, wobei die Nukleotidsequenz fir ein Poly-
peptid kodiert, welches das Motiv FASRPLSX;X,GX3(GSAGGD), um-
fasst, wobei X; Threonin oder Serin, X, Alanin oder Glycin, Xj3
eine beliebige Aminosduresequenz mit 50 bis 200 Aminos&uren und

n 0 cder 1 ist.

2. Nukleinsduremolekiil nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass das Motiv FASRPLSTAGX3(GSAGGD), oder FASRPLSSGGX3(GSAGGD)

ist.

3. Vektor umfassend ein Nukleinsduremolekiil gemdR Anspruch 1

oder 2.

4, Zelle, umfassend ein Nukleinsau-

remolekiil gemdB Anspruch 1 oder 2 oder einen Vektor gemdR An-

insbesondere Pflanzenzelle,

spruch 3.

5. Transgene Pflanze umfassend ein Nukleinsduremolekil gemdRl An-
spruch 1 oder 2 oder einen Vektor gemdB Anspruch 3.

6. Transgene Pflanze nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet,
dass die Pflanze ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus
Zierpflanzen, insbesondere Petunien, Usambaraveilchen, Azaleen,
Fuchsien, Cyclamen, Weihnachtssterne,
Calli-

Catharanthus

Rhododendren, Pelargonien,

Antirrhinum, Aster (Asteraceae), Begonia (Begoniaceae),

stephus (Asteraceae), Campanula (Campanulaceae),

(Apocynaceae), Chrysanthemum (Asteraceae), Cineraria (Astera-

ceae), Dedanthremum (Asteraceae), Dianthus

Dahlia
ceae), Hydrangea

(Caryophyllaceae),

(Asteraceae), Euphorbia (Euphorbiaceae), Gerbera (Astera-

(Hydrangeaceae), Lilium (Liliaceae), Lisianthus

(= Eustoma (Gentianaceae)), Myosotis (Boraginaceae), Nierember-

gia (Solanaceae), Orchidaceae, Osteospermum (Asteraceae), Rosa

(Rosaceae), Scaevola (Goodeniaceae), Sinningia (Gesneriaceae),

NACHGEREICHT
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Streptocarpus (Gesneriaceae), Torenia (Linderniaceae), Tulipa
(Liliaceae), Verbena (Verbenaceae), Veronica (Plantaginaceae),
Viola (Violaceae) und Malus sp..

7. Schnittblume oder Samen einer transgenen Pflanze nach An-

spruch 5 oder 6.

NACHGEREICHT
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