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RESPUESTA A EXAMEN DE FONDO

MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO, mayor de edad, identificada y domiciliada como
aparece al pie de mi firma, en atencién a su oficio No. 20 notificado por fijacién en lista del 5 de

enero de 2012, atentamente me permito dar repuesta al mismo de la siguiente manera:

Claridad de la Descripcién

“A lo largo del capitulo descriptivo no existe informacion suficiente para que la invencién
pueda ser comprendida y replicada por un técnico medio. Especificamente por la materia
reclamada en lo referente a: diversas especies de plantas cultivables que pueden
constituir el evento fransgénico; genes blanco que pueden ser inhibidos por el uso de
dsRNA; evento transgénico que reduce o inhibe la infestacién de muy diversas plagas,

tales como insectos, dcaros...

Teniendo en cuenta que la técnica de dsRNA e iRNA es ampliamente conocida en el
estado de la técnica, debe ser claro y especifico el aporte que hace la invencion al

estado de la técnica divulgando una informacién detallada sobre la misma”
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Claridad de las reivindicaciones

“El método para controlar una infestacion por insectos reclamado en la reivindicacién 1
estd definido a partir de pasos generales empleados en una técnica molecular que no
permite reproducir o establecer como se realiza tal método...

La reivindicacion 2 menciona varias especies cultivables de plantas... sin embargo, al no
ser definidas las secuencias de RNA empleadas ni los genes blanco a suprimir, ni tener
efemplos de aplicacién para todas estas plantas, resulta inconsistente la informacion

divulgada con la reclamada.

Tal como se mencioné en el numeral anterior, hay inconsistencias entre la materia
divulgada en la descripcion y la materia reclamada, en especial en las plantas posible
objeto del evento transgénico en la reivindicacién 2, los genes blanco a ser suprimidos
mencionados en la reivindicacion 4, las plagas blanco a la que afecta el evento

transgénico mencionadas en las reivindicaciones 6-8..."

Presento un nuevo pliego reivindicatorio modificado de 6 reivindicaciones, en el cual se a limitado
la invencion a un solo tipo de insecto plaga (coledptero plaga), a una sola planta (maiz) y a un
solo plaguicida que es un proteina insecticida de Bacillus thuringienisis.

En cuanto a la claridad de la descripcién, pongo de presente que la Descripcidn contiene una
descripcion detallada sobre los genes esenciales y vias metabélicas que podrian ser blanco
usando dsRNA. Asimismo, el ejemplo 1 provee una exhaustiva divulgacién de posibles moléculas
dsRNA blanco, junto con detallados métodos, vectores y secuencias, Utiles para expresar y
analizar tales moléculas de dsRNA. Por tanto, la presente solicitud describe claramente y
respalda los métodos reclamados de forma que una persona versada en la materia técnica puede

reproducir la presente invencién.

Excepcidn a la patentabilidad

“La reivindicacion 9, que se refiere a un método para inhibir la alimentacion de un insecto
plaga, incluye procesos esencialmente bioldgicos... Esto se evidencia en la reivindicacion

10, en la cual se mencionan las diferentes partes de la planta que pueden ser ingeridas
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por el insecto, mostrando que se trata del proceso habitual de alimentacién. Por lanto, las

reivindicaciones 9-10 se consideran materia no patentable...

lgualmente, el producto primario o producto derivado comercial reclamado en la

reivindicacion 12, se refiere a partes de la planta...”

Ante la objecion del examinador sobre las reivindicaciones 9, 10 y 12, senalo que en el nuevo
pliego reivindicatorio éstas han sido.eliminadas.

Unidad de invencién

“el concepto comiin no puede ser la idea general de un método para emplear RNA de
interferencia o dsRNA, que son técnicas de laboratorio ampliamente conocidas, sino que
debe tener un método especifico para controlar determinados insectos, cuya expresion
limitada de un gen debe estar sustentada en la descripcion...

Tal como es presentado el capitulo reivindicatorio actual, tiene tantos grupos inventivos
como tipo de ARNds empleados o genes esenciales inhibidos, tomando como efemplo la

reivinicacion 3, se tendrian al menos 25 grupos inventivos en la solicitud”

Ante la objecién del examinador sobre la unidad de invencién de la presente solicitud, sefalo
que con la limitacion a un solo tipo de plaga, una sola planta y un solo insecticida, se tiene un

solo concepto comin inventivo.

Novedad

“el método planteado en D1 (WO 01/37654) contiene todas las caracteristicas esenciales
del método propuesto en la solicitud... de esta manera, la informacion divulgada en D1

afecta la novedad de las reivindicaciones 1y 9...

En cuanto a las objeciones por novedad de las reivindicaciones 1 en vista de D1, contrario a lo
afirmado por el examinador, éste documento del arte previo no divulga la combinacién de la
expresion de un plaguicida junto con la expresion de dsRNA, y por lo tanto no afecta la novedad
de la presente invencion.
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Nivel inventivo

“la informacion divulgada en D1 hace que el desarrollo alcanzado por la invencién sea
obvio e incumpla el articulo 18 de la D. 486"

“la diferencia entre la materia reclamada y D2 (WO 01/3481 5) estd dada por la inclusién de

un plaguicida, que puede ser un proteina heterdloga insecticida.

... La persona del oficio normalmente versada en la materia sabe que los mecanismos de
accion usados con dsRNA dirigidos a genes esenciales, tales como los divulgados en D2,

no se sobrelapan con los mecanismos de resistencia a las toxinas Bt divulgados en D3.

De esta manera, D3 (WO 02/13609) sugeria la combinacion de otros compuestos que
afectan a los insectos plaga, lo cual motivaba a la persona del oficio para combinar el
método planteado en D3 con el método de inhibicién de genes esenciales planteado en
D2. Por tanto, frente a la combinacién de D2 y D3 la invencién de la solicitud resulta
obvia...

Ante las objeciones del examinador sobre el nivel inventivo de las reivindicaciones 1-1 4, como se
senalo anteriormente, D1 no divulga ni sugiere la combinacion de la expresion de ambos
elementos: una secuencia dsRNA y una plaguicida, tal como se reclama en la presente solicitud.
De igual forma, ni D2 ni D3 sugieren dicha combinacién.

En particular, D2 se refiere a métodos para conferir a las plantas resistencia al insecto plaga,
expresando en una planta dsRNA que tiene identidad de secuencia sustancial con un gen
endogeno del insecto plaga. No obstante, no se menciona en D2 que dicho método pueda

combinarse con ningtin otro modo de conferir a las plantas resistencia a la plaga.

Por otro parte, D3 se refiere al uso de la toxina B.t. para el control de insectos, y menciona
también que dicha toxina debe combinarse con otros compuestos para eliminar la resistencia
generada por la B.t. y ampliar la proteccién. Sin embargo, en este arte previo esos otros
compuestos son otras toxinas B. t., es decir sugiere el uso de combinaciones de toxinas
convencionales que comprendan una secuencia que codifique una segunda toxina (ver pagina 4,
lineas 14-28). Entonces, una persona versada en la materia técnica, no asumiria que ese “otro
compuesto” pueda ser un dsRNA para la supresion de un gen esencial de la plaga blanco, como

es el caso de la presente invencién.
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Con base en los anteriores argumentos, es claro que ninguno de los documentos D1, D2 o0 D3
provee motivacion alguna para que el técnico versado en la materia combine dos modos de
control de plagas en plantas como son la expresién en una planta de una secuencia dsRNA y un
gen convencional que codifica una proteina de toxina. Partiendo del arte previo, no se podria
predecir que dicha combinacién seria efectiva para controlar una infestacion de plaga, y mucho
menos, que se obtuviera un efecto sinérgico en la induccion de la mortalidad de la plaga, tal como

se evidencia en la presente solicitud.

Adicionalmente, en los ejemplos 4 y 5, se muestra que la combinacién de dsRNA blanco para un

gen de plaga y un plaguicida, tal como una proteina Cry, son sorprendentemente efectivos para

inducir_ mortalidad en insectos plaga, tales como el gusano de la raiz de maiz (CRW). En

particular, el ejemplo 4 especificamente describe la alimentacion del CRW con una dieta que
contiene la proteina plaguicida Cry3Bd junto con un dsRNA blanco para suprimir un gen vATPase
de CRW. Los resultados de estos estudios demuestran que la mortalidad en la plaga es casi

completa, incluso independientemente de cuén poca proteina se use.

En respaldo de la actividad sorprendente de la presente invencién, presento datos experimentales
in planta, que muestran la proteccién contra el dafio por una alimentacién al CRW en las plantas,
que comprende combinaciones de insercién de un gen B. t. (Cry3Bb) y los distintos eventos de
dsRNA, en comparacién con una planta de control. (Anexo 2)

En la grafica del anexo 2 se resumen los resultados de la pruebas realizadas en células y plantas
de maiz (Zea mays). Los eventos 1y 2 son transformados con un segmento 240 idéntico al gen
de vATPasa de CRW que debe expresarse como un dsRNA para la supresion de un gen
VATPasa en el CRW. El evento Cry3Bb expresa una secuencia de aminoacidos CryBb que es
efectiva para controlar el CRW. Los eventos se combinaron generando juntos el evento 1 y el
evento Cry3Mb o el eveﬁto 2y el evento Cry3Bb. Los datos comparativos representados en el
gréfico claramente muestran que una combinacién de eventos 1 o 2 Cry3Bb + iRNA provee
proteccion muy superior contra el CRW a lo que se esperaria de la mera adicién de los dos

efectos, gracias a un efecto sinérgico, el cual no es sugerido, ni puede ser predicho a partir del
arte previo.

Habiéndose atendido a cabalidad las observaciones hechas por su Despacho en la accién

oficial No. 20 sobre la presente solicitud, respetuosamente solicito se conceda el privilegio de
patente.
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ANEXOS

Capitulo reivindicatorio con 6 reivindicaciones.

Datos experimentales”

Del Senor Jefe,

N/\ '
Matrgarit %os bordano

C.C. No. 39.779.654 de Usaquén
T.P.A. No. 70.819 de C.S.J.

Calle 94 A No. 7 A-09 — Bogotd, D.C.
Tel.: 7560770

Bogota, D.C. i)

Memorial de respuesta a examen de fondo/P1533



REIVINDICACIONES

1. Un método para controlar una infestacién por insectos plaga en plantas de maiz ,
CARACTERIZADO PORQUE comprende expresar en una planta un ARNds que es transcripta
a partir de una secuencia de ADN que se selecciona del grupo que consiste de SEQ ID N° 4,
SEQ ID N° 17, SEQ ID N° 18, SEQ ID N° 31, SEQ ID N° 32, SEQ 1D N° 35, SEQ 1D N° 36, SEQ
ID N° 39, SEQ ID N° 40, SEQ ID N° 43, SEQ ID N° 44, SEQ ID N° 47, SEQ ID N° 48, SEQ ID
N° 52, SEQ ID N° 53, SEQ ID N° 56, SEQ ID N° 57, SEQ ID N° 60, SEQ ID N° 60, SEQ ID Ne
61, SEQ ID N° 64, SEQ iD N° 65, SEQ ID N° 68, SEQ ID N° 69, SEQ ID N° 72, SEQ ID N° 73,
SEQ ID N° 76, SEQ ID N° 77, SEQ ID N° 80, SEQ ID N° 81, SEQ ID N° 84, SEQ ID N° 85, SEQ
ID N° 88, SEQ ID N° 89, SEQ ID'N° 92, SEQ ID N° 93, SEQ ID N° 169 a SEQ ID N° 174, y el
complemento de éstas, preferiblemente dicha secuencia de ADN se selecciona del grupo que
consiste en 19-21 nucledtidos contiguos como los indicados en SEQ ID N° 17 y SEQ ID N° 31;
para suprimir un gen esencial que es un gen blanco que codifica una proteina cuya funcién
predicha se selecciona del grupo de funciones que consiste en formacion de los musculos,
formacion de la hormona juvenil, regulacién de la hormona juvenil, regulacion y transporte de
iones, sintesis de enzimas digestivas, mantenimiento del potencial de la membrana celular,
biosintesis de aminodcidos, degradacién de aminoacidos, formacion del esperma, sintesis de
feromonas, percepcidn de feromonas, formacién de las antenas, formacién de las alas,
formacion de las patas, desarrollo y diferenciacién, formacién de los huevos, maduracién de las
larvas, formacién de las enzimas digestivas, sintesis de hemolinfa, mantenimiento de la
hemolinfa, neurotransmiéién, division celular, metabolismo energético, respiracion, y apoptosis
en un insecto plaga blanco que se selecciona del grupo que consiste en un coledptero plaga y
un plaguicida que es una proteina insecticida de Bacillus thuringiensis que se selecciona del
grupo que consiste en una Cry1, una Cry3, una TIC851, una CryET70, una Cry22, una proteina
insecticida binaria CryET33 y CryET34, una proteina insecticida binaria CryET80 y CryET76,
una proteina insecticida binaria TIC100 y TIC101, una proteina insecticida binaria PS149B1,
VIP, TIC 1201, TIC901, TIC407 y TIC417, que presenta actividad bioldgica contra dicho
insecto plaga blanco.

2. El método de la reivindicacién 1, CARACTERIZADO PORQUE dicho coledptero plaga
se selecciona del grupo que consiste en una especie de Diabrotica, un escarabajo de la papa
de Colorado (CPB, Leptinotarsa decemlineata) y un escarabajo rojo de la harina (RFB,
Tribolium castaneum); dicho lepidéptero plaga se selecciona del grupo que consiste en el
taladro del maiz europeb (ECB, Ostrinia nubilalis), la oruga cortadora negra (BCW, Agrotis
ipsilon), la oruga de las mazorcas de maiz (CEW, Helicoverpa zea), la oruga marchadora de

otono (FAW, Spodoptera frugiperda), el gorgojo de los copos de algodon (BWV, Anthonomus



grandis), los gusanos de seda (Bombyx mori) y Manduca sexta; y dicho hemiptero plaga es una
chinche Lygus.

3. El metodo de la reivindicacion 2, CARACTERIZADO PORQUE dicha especie de
Diabrotica se selecciona del grupo que consiste en Diabrotica virgifera, Diabrotica barberi y

Diabrotica undecimpunctata.

4. Un método para mejorar el rendimiento de un cultivo, CARACTERIZADO PORQUE
comprende expresar en una planta un ARNds para suprimir un gen esencial en un insecto
plaga blanco y un plaguicida que presenta actividad bioldgica contra dicho insecto plaga blanco,
donde dicha infestacion de plaga es reducida o eliminada y donde el rendimiento de dicho
cultivo que comprende ARNds y el plaguicida, mejora.

5. El método de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE dicho ARNds esta en las

celulas de dicha planta, y dicho plaguicida comprende un tratamiento para semilias.

6. El método de la reivindicacién 5, CARACTERIZADO PORQUE las células de dicha
planta comprenden dicho ARNds y dicho plaguicida.



Al + Bt protein combination provides excellent protection
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