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@ SOLICITUD DE:
E Patents de Invencién I:I Patente de Modelo de Utilidad
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@ Nombre: SOCIETE DES PRODUITS IDENTIFICACION
NESTLES.A
Direccién: P.O. Box 353, CH-1800 Vevey cc. 1 nwNT [
Suiza,
ce. [ owmo []
SOLICITANTE
(71) Nacionalidad o Domicllio: Vevey, Sulza.
Cual
Lugar de Conastitucion: Sulza,
F
Teléfono: 3264270 Fax: 8089701 Nidmero
E-mal: Jlicco@lloredacamacho.com
® Nombre: JOSE ANTONIO LLOREDA cec. X NT [
REPRESENTANTE Direcclon: Calle 72 No. 5-83 Piso 5°, C.E. D Otro D
O APODERADO Bogots- Colombia Cual
Teléfono: 3264270 Fax: 6089701 Nimero 17.158.681 TP10.784
E-mail: Jliicco@lloredacamacho.com
@ Nombre: MARRACCINI, Pierre y ROGERS, John.
INVENTOR(ES)
(72) Direccién: 6, rue du Clos Rousseau, F-37510 Savonniédres y 8, rue Galllée, F-
01630 St Genis Poullly.
Naclonalidad o Domicilio: Francia.
PCT (86)
Solicitud Intemaclonal No. PCT/EP02/03469 Fecha: 27/03/02
Publicacién Intemacional No. WO 02/092822 A2 Fecha: 21/11/02

@ Thulo (54) " GEN PROMOTOR ESPECIFICO DE LA HOJA DEL CAFE "

© Clasificacién Internacional (51) C12N 15/82

@ Prioridad (33) Pals de Origen (32) Fecha {31) Ndmero de Solicltud
si no [] EP 11/05/01 011115730

@ Comprobante de Pago No. 3-83,307 Fecha: Noviembre 13 de 2003
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[X] comprobante de pago de la tasa de presentacidn de la solicitud.

E Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona juridica.
E Documento de Representacion Legal. Protocolizado bajo el nilmero 11.145.

[[] Documento de cesién del Inventor sl solicitante o a su causants.

D Declaraciones

D Copia de la solicitud Intemacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

E Traduccién de la solicttud intemacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

E Copla del examen preliminar Intemacional efectuado por la Autoridad Intemnacional de Examen Preliminar
(IPEA).

E Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
D De ser el caso, copla del contrato de acceso.

De ser 8l caso, documento que acredite la licencla o autorizacién de uso de conocimientos tradiclonales de
las comunidades indigenas.

[} Arte Final 12X12.
Do ser ol caso, Informacion eobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el axtranjero por 'b"'"
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totaimente con la Invencién de esta solicitud. '

|:| De ser al caso, modificaclones efectuadas a la solicltud internacional.

Otros Repaorte de Basqueda Intemacional y su traducclén, Publicacién con su traducclor? Capftulo
Reivindicatorio como fue originalmente presentado en Fase Internacional con su
traduccidn, Anexn Bplicativo de Modificaciones a las Reivindicaciones y Listado de

Secuencias
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogot4 de los doctores JOSE ANTONIO LLOREDA
y/o ALFONSO LLOREDA CAMACHO para TODOS LOS
ASUNTOS RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL
de la sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos
abogados para actuar individualmente, se encuentra protocolizado
ante esa Divisi6n bajo el No. 11.145. En consecuencia, ruego a usted
reconocer la personeria de cada uno de dichos Representantes
Legales para actuar dentro del presente expediente, a fin de que
cualquiera de ellos pueda intervenir en cualquier tiempo respecto de

la solicitud en él contenida.

T.P. No. 10.784
Cédigo 231
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES
PCT

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)
Registro do referenci . agente PARA FUTURAS ver Notificacién o Transmisién del Reporte de Bdsqueda Intemacional
30322,;;0 # dal solicitantn o ACCIONES  (Forma PCT/ISA/220) asl como, donde aplique, el ftem 5 & cominuacidn.
Solicitud internacional No. Fecha de registro internacional (dfa/mes/afls) | Fecha de Prioridad (Primera) (dia/mes/afto)
PCT/EP 02/03469 27/03/2002 11/05/2001
Solicitante

SOCIETE DES FRODUITS NESTLE S.A.

Este Reporte de Bisqueda Internacional ha sido preparado por esta Autoridad de Bdsqueda Intenacional y es transmitido al solicitante
segiin el Articulo 18. Una copia serd transmitida a la Oficina Internacional

Estz Reporte de Bisqueds Internacional consta de un total ds 4 hojas.
& También estd acompafiado de una copia de cada documentn téenico snterior citndo en este reparte.

1. Bases del reporte

a Respectoal Inlnqle.llhhquullmm:im-mngtnhnﬁﬁnﬂinmmmdlmgmemdﬂdumﬂ
A menos que se indique de otro modo en este Ttem.

D Ia biisquoda internacional se llevd a cabo segin ls traduccidn de I solicitud intemacicnl proporcionada s esta
Auttridad (Regla 23.1(b)).

b. Respecto a una secuencia do éddo nucledtido y/o nmino revelado en la solicitud intemacional, la bisqueda internacional
se llevd a cabo segin In liste de In secuencis: -

D4 contenido en s solicitud internacional on forma escrita.
prescntada junto con la solicitud intsrnarional en forma legible por computador.
proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad en forma escrita.

proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad en forma legible por computador.

s¢ ha proporcionado la afirmacidn de que ¢l listado de secuencins escrito proporcionado subsiguientemente no va mis alld de Ia
revelacidn en Is solicitud internacional segrin se presentd.

0 I I ¢

se ha proporcionado In afirmacién de que la informacidn registrada en forma legible par computador es idéntica al listado de In
sccucncia eserita,

2 D Clertus relvindlcaciones no pudieron localizarse (Ver Cusilla I).

3. D Falta unldad de lnvenclin (ver Cusilla IT).

4. Respecto al titulo,

DJ 51 exto cs aprobiado sogtin 1o presente of solicitente.
Esta Autoridad ha establecido que el texto se len usi:

5. Respecio al resumen,

E El texto e sprobado segiin Io presenta ¢l solicitante,
L] st Autorided ha esmblecido el texin de acuerdo con 1a Regla 38.2(b), scgin aparece en Ia Casilla I B solicitants puede, un
mes después de 1a fecha de haber envisdo por comeo esto reporte de bisqueda internacicnal, presentar comentarios a esta Autoridad.

6. La figura deo los dibufes que s¢ publicari con el resumen es In Figura No.

(] comoto sugirié ol solicitante. DX Ninguna de tas figuras.
parque el solicitante no sugirié una figura.
porque csia figums carucieriza mejor 2 la invencidn.

Forma PCT/ISA/210 (primera hoja) (Julio 1998)




Solicitud Internacional No.

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP 02/03469

A. CLASIFICACION DE MATERIA OBJETO
IPC7 CI2N15/60 CI2N9/88 Ci2N15/82 AO1H5/00 Ci2Ql/68

Segiin ba Clagificacién de Patente Internacional (TPC) o segiin Ia clasificacidn nacional y In IPC

B CAMPOS BUSCADOS

Documentacion mdnima buseada (sisterna de clasificecion seguido de simibolos de clasificacidn)
IPC7 CI2N

[ Documentacién buscadn fuca de documentacién minima hasta dande dichos documentos se incluyan en los campos buscados

 Base de datos clectronica consuliada durante 1a bisqueda miemacional (nombre de 1a base de datos y, donde sea priciico, buscar 1AMinos usados)

MEDLINE, BIOSIS, EPO-Internacional, WPI Dato

C. POCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

| Catcgorla® | Citacion de documentn, con indicacidn, donde sca apropisdo, de fos texios relevanies Relcvantz a la reivindicacidn No.

X EP 0 894 865 A (RHONE POULENC AGROCHIMIE) 1-10
3 de Febrero de 1999 (1999-02-03)

¢l documento completo

WO 98 36053 A (STILES JOHN L UNIV HAWAII (US);
MOISYADI ISTEFO (US); NEUPANE KAB)

20 de Agosto de 1998 (1998-08-20)

resumen

8,9

LAPORTE MARIANNE M Y COL: “Promotor de los efectos de | 1-10
resistencia y especificidad de tejido sobre el crecimiento de plantas
de tomate transformada con sucrosa-fosfato sintasa de maiz”.
PLANTA (BERLIN),

vol. 212, No. 5-6, Abril 2001 (2001-04),

péginas 817-822, XP002179457

ISSN: 0032-0935

el documento completo

—

E En el recuadro C se enumeran mis documentos. E En el anexo se enumeran miembros de la familia de patentes.

* Categorias cspeciales de documentos citados:
T ;ln:um:m posterior publicado después de Ia fecha do presentacidn

‘A’ documnento que define el estado generat de la técnica el cual no so
considern de relevancia particular

‘E' documento anterior pero publicado en o después de Ia fecha de
presentacion internacionsl

'L’ documento que puede arrojar dudas sobre reivindicaciones de
pricridad o que se cita para catsblecer Ia fechs de publicacion de otm
citacidn u otra ranin especial (segin se especifica)

0" documento que se refiere & una revelacion orul, uso, exhibicién u
otros medios

T documento publicado antes de Ia fecha de presentacidn internacional
de 1a fechs de prioridad reivindicada

internacional o fecha ds prioridad y que no estd en conflicto con la
solicitud pero citndo pare entender €] principio o teoria que susients
In invencién

X documento de relevancin particular; Is invencién reivindicada no
pucde considerarse nueva o0 no pucde considerarse que comprende
un paso inventivo cuando el documento se toma solo

Y docurmento de relevancin particular; I invencidn reivindicada no
puede considerarse que comprende un paso inventive cuando el

documenio se combina con uno o mis documentos, slendo dicha
combinacidn obvis pars una persona experta en la técnica

'&' documento miembro de Ia misma familis de patentey

Fecha de Ia terminscién real de s bilsqueds internacional

13 de Noviembre de 2002

Fecha de envio por comren del reporte de bisqueds intemacional
27/11/2002

Nomitre y direccién de carreo de Ia ISA
European Patent Office, P, B. 5818 Patentisan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 eponl,

Fax: (+31-70) 340-3016

Funciongrio sutarizado
Bilang, J

Forma PCT/ISA/210 (sequmda haja) (Julio 1992)




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/EP 02/03469

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria *

Citacidn de documento, con Mic:ihduﬂelumqﬁndn.dehmmnkmu

Relevanie a Is reivindicacidn No.

A

NOMURA MIKA Y COL: "El promotor de rbcS en una planta C3
(arroz) dirige la expresién drgano-cspecifico, dependiente de la luz
en una planta C4 (maiz), pero no confiere expresidn especifica
celular al manojo de envoltura”.

PLANT MOLECULAR BIOLOGY,

vol. 44, No. 1, Septiembre de 2000 (2000-09),

paginas 99-106, XP002179458

ISSN: 0167-4412

¢l documento completo

KANECHI MICHIO Y COL: "Inhibicién no-estomatal asociada
con la inhibicién de rubisco en hojas de café deshidratado bajo
condiciones de sombra y sin sombra".

PLANT AND CELL PHYSIOLOGY,

vol. 37, No. 4, 1996, péaginas 455-460,

XP0095000728

ISSN: 0032-0781

el documento completo

RAMALHO JOSE C Y COL: "Deterioros por alta radiacién sobre
¢l transporte fotosintético de electrones, ribulosa-1,5-bifosfato
carboxilasa/oxigenasa y asimilacidn de N como funcién de la
disponibilided de N en plantas de café arabica L.".

JOURNAL OF PLANT PHYSIOLOGY,

vol. 154, No. 3, Marzo de 1999 (1999-03),

péginas 319-326, XP009000727

ISSN: 0176-1617

¢l documento completo

1-10

1-10

1-10

Formm PCT/ ISA /210 (continuacion de la segunda haja) (fullo 1992)




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL | sociod Ioroaciona] No.

dePIEl;t: Focha de publicacis Miembro(s) de 1a familia de patentes pll:bechl:::;n
bisqueda

EP 0894865 A 03-02-1999 FR 2629098 Al 29-09-1989

EP 0894865 A2 03-02-1999

AT 188250 T  15-01-2000

AU 629539 B2 08-10-1992

AU 3159189 A  28-09-1989

BR 8901499 A  14-11-1989

CA 1314505 Al 16-03-1993

CN 1036038 A,B 04-10-1989

DD 294040 A5 19-09-1991

DE 68929125 D1  03-02-2000

DE 68929125 T2 31-05-2000

DK 144689 A  24-09-1989

EG 20026 A  30-10-1997

EP 0337899 Al 18-10-1989

ES 2139565 T3 16-02-2000

GR 3032288 T3 27-04-2000

HU 52158 A2 2B-06-1990

L 89614 A  19-01-1996

JP 2009374 A  1201-1990

KR 145703 B1 01-08-1998

KR 218855 B1 01-10-1999

NZ 228458 A  25-06-1991

PL 278448 Al 27-12-1989

RO 107001 B1 30-08-1993

RU 2106410 C1  10-03-1998

TR 23682 A  06-06-1990

Us 5559024 A  24-09-1996

US 5773698 A 30-06-1998

ZA 8902146 A  29-11-1989

WO 9836053 A 20-08-1998 wO 9836053 A2 20-08-1998

AU 6324798 A  08-09-1998

Forrma PCT/ ISA/ 210 (snexo familin de patentes) (Julio 1992)




PATENT COOPERATION TREATY ‘b
T PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agents fie reference FOR FURTHER tes Notiscation of Tranamitial of Inemational Search Report
80322/“0 ACTION (Form PCTASA/220) as wall as, wham applicable, liem 5 balow.
International application No. intamnational filing date {day/month/Aear) {Earliast) Priority Date (day/month/ear)
PCT/EP 02/ 03469 27/03/2002 11/05/2001

Applicant

SOCIETE DES PRODUITS NESTLE S.A.

Thia intemational Search Feport has been preparsd by this Intemnational Searching Autharity and is tranamited to the appicant
according to Articie 18, A copy Is being transmitted to the International Bureau,

This Inemational Search Report conalsts of atolmiof 4§ sheots.
itis also accompaniad by a copy of each prior et documnent citad in this report.

1. Basis of the report
a. With regard to the language, the intemational search was cerried out on the baasis of the intemational appiication In the
ianguege In which it was tiled, uniess otherwise indicated under thia iem.
[[] tenematonal saarch was canted cut on the basis of a transiation of the Intemational application fumished 1o this
Authority (Rule 23.1(b)).

b. With regard 1o any nucisotide and/or amino sold seguence diaciosed In the imemational application, the internatioral ssarch
wie carried out on the baals of the sequence lsting : .

contained in the intematonal application in written form.
fiad together with the Intemnational applcation in computsr reacable form,
fumished subsequently o this Authority In written form,

fumished subsequantly to this Authority In computsr readble form.

the statement that the subsequantly fumished writien sscuence listing does not go beyond the daciosure in the
Intermational applcation as fed haa been kimished.

ﬂh:‘mammmhinmaMthmpuummInldmﬂmltohwﬂmnmulmmum

Cortain cisima were found unsaarchable (See Box |).
UnHy of invention Is lacking (see Box I1).

00 0O OODFEEAE

4. Wit regard to tha titie,
[X]  the sextie approved as submitied by the eppiicant.
[] the wxthas been established by this Authortty 10 read as followe:

5. WIth regard 1 the abstrmet,
[X] the textie approved as aubmitted by the appiicant.

D the imxt has baen astablished, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appaars in Box lil. The appiicant may,
within one month from the dats of malfing of this Intemational ssarch repost, submilt comments 1o this Authority.

6. The figure of the drawinga 10 be pubished with th abstract Is Figure No. -_
D as suggested by the applicant. . m None of the figures.
] because he appicant faiied 10 supgest a figure.
[[] because this fgure bettar characierizes the Invention.

Form PCTASA/210 (first sheet) (July 1688)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

- Intamational Applcation No

PCT/EP 02/03469

PC T CIZNIG/60  "C12N9/88  C12N15/82  AOIHS/00  C1201/68

According 1o infemational Paient Classification {IPC) or 10 both netional cisealfication and PG

Minl docasnenistion asarched (ciassification followed by chassification symboils)
IPC 7 CL2N oy

Docamaniation sasrched other than minimum documantation 1o the xtent thal such documants are inclucied in the fMaikis ssarchaed

Elscironic dala base consulted duzing the rdemational esech (Nama of data base snd, wher practical, search larms used)
MEDLINE, BIOSIS, EPO-Internal, WPI Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

X EP 0 894 865 A (RHONE POULENC AGROCHIMIE) 1-10
3 February 1999 (1999-02-03)
the whole document

X WO 98 36053 A (STILES JOHN I ;UNIV HAWAII 8,9
(US); MOISYADI ISTEFO (US); NEUPANE KAB)
20 August 1998 (1998-08-20)

abstract

A LAPORTE MARIANNE M ET AL: “Promoter ] 1-10
strength and tissue specificity effects on
growth of tomato plants transformed with
maize sucrose-phosphate synthase."

PLANTA (BERLIN),

vol. 212, no. 5~6, April 2001 (2001-04),
pages 817-822, XP002179457

ISSN: 0032-0935

the whole document

-f—
m Further documents are listed in the continuation of box C. E Putent tamily mambars are Ested in annex.
Sy s e gossmen: °T" e ocumart sttt st the s g o
"A* documen the ofthe axt which ks not
%ﬂdﬂm n chad io undarstand the principis or theory underiylng
"E earflar documant but published on or afier the intsmational *X* document of particuler relevance; the claimed imvaniion
fing date cannot be consicersd novel or cannot be conglared o
"L m"-:;f" tmmﬁngmﬂ:nh)w Imvoive an inventive siap when the document i taleen sione
Chaiion or other apocial reason (as specitiad) v nnmu'm'mm'fn‘lmm Sip whan the
‘0" documsnt referring o an oral disciosure, tes, exhibition or document s combined with ona or mome other such docu-—
other maans mants, such combination being obvious (0 & parmon skilad
" document published prior 1o the Intermnational fling de but inthe art.
Inter than the priortty date claimed *3* cocument member of the sams patont famly
Dule of the ctusl complation of tha irdemational ssarch Dats of maling of the imlemalions) search report
13 November 2002 27/11/2002
Nams and meling address of the ISA, Authortzad officar
Ewopasn Paiant Office, P.B. 5018 Palentiaan 2
Tel (1. 70) 02040, Tw. 31 851 spor,
F.:‘(m-m 340-3016 o Bilang, J

Form PCTABA/21D jasoond shasl) (uly 1902)

page 1 of 2

Cutagory * | Castion of documant, with indication, whers approprisie, of the relevanl psssages Relevant to ciaim No.
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INTERNATIONAL SEARCH REP RT

Internationsl Application No
PCT/EP 02/03469

"d.(cmllllld-n) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Caleggry *

Chmjion of documnant, with indication,whare appropriate, of ihve relsvant passages

Relsvani to ciailm No.

A

NOMURA MIKA ET AL: "“The promoter of rbcS
in a €3 plant (rice) directs
organ-specific, 11ght-dependent expression
in a C4 ptant (maize), but does not confer
bundle sheath cell-specific expression.”
PLANT MOLECULAR BIOLOGY,

vol. 44, no. 1, September 2000 (2000-09),
pages 99-106, XP002179458

ISSN: 0167-4412

the whole document

KANECHI MICHIO ET AL: "Non-stomatal
inhibition associated with inactivation of
rubisco in dehydrated coffee leaves under
unshaded and shaded conditions.”

PLANT AND CELL PHYSIOLOGY,

vol. 37, no. 4, 1996, pages 455-460,
XP009000728

ISSN: 0032-0781

the whole document

RAMALHO JOSE C ET AL: "High irradiance
impairments on photosynthetic electron
transport, ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase and N assimilation
as a function of N availability in Coffea
arabica L. plants.”

JOURNAL OF PLANT PHYSIOLOGY,

vol. 154, no. 3, March 1999 (1999-03),
pages 319-326, XP009000727

ISSN: 0176-1617

the whole document

1-10

1-10

1-10

Fozm PCTABA210 (covonussien of ascond sheet) (July 106:2)

- page 2 of 2



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

information on patent family mambers

Internatienal Appiication Mo
PCT/EP 02/03469

Patent docurnent

Publicetion Patent family Pubiication
; ¢ited In pearch report date ) member{a) dats

EP 0894865 A 03-02-1999 FR 2629098 Al 29-09-1989
EP 0894865 A2 03-02-1999

AT 188250 T 15-01-2000

AU 629539 B2 08-10-1992

AU 3159189 A 28-09-1989

BR 8901499 A 14-11-1989

CA 1314505 Al 16-03-1993

CN 1036038 A ,B 04-10-1989

0D 294040 A5 19-09-1991

DE 68929125 D1 03-02-2000

DE 68929125 T2 31-05-2000

DX 144689 A 24-09-1989

EG 20026 A 30-10-1997

EP 0337899 Al 18-10-1989

ES 2139565 T3 16-02-2000

GR 3032288 T3 27-04-2000

HU 52158 A2 28-06-1990

IL 89614 A 19-01-1996

JP 2009374 A 12-01-1990

KR 145703 Bl 01-08-1998

KR 218855 Bl 01-10-1999

NZ 228458 A 25-06-1991

PL 278448 Al 27-12-1989

RO 107001 B1 30-08-1993

RU 2106410 C} 10-03-1998

TR 23682 A 06-06-1990

. US 5559024 A 24-09-1996

us 5773698 A 30-06-1998

ZA 8902146 A 29-11-1989

WO 9836053 A 20-08-1998 WO 9836053 A2 20-08-1998
AU 6324798 A 08-09-1998

Foem PCTABA/210 iowtam tamily sar) {lly 1962)
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REIVINDICACIONES

1. Una secuencia de nucleétidos a partir del nucleétido 1 al 1067 de la

SEQ ID. No. 1 o partes funcionales del mismo.
2. Una secuencia de nucledtidos identificada por SEQ. ID. 1 o variantes

funcionales de la misma, que codifica una proteina rbcS del café.

3. Una secuencia de nucleétidos como se identifica por SEQ. ID. No. 2 o

variaciones funcionales de la misma, que codifica una protelna rbcS del café.

4, Un vector que contiene un nucledtido de acuerdo con cualquiera de

las reivindicaciones 1 a 3.
5. Una secuencia polipeptidica como se identifica por SEQ. ID. No. 3.

6. El uso de una secuencia de nucledtidos de acuerdo con la

reivindicacién 1 para la expresion de un gen en plantas.

7. El uso de la reivindicacién 5, en donde la planta es de café, de

tomate, de cacao, de soya y de achicoria.

8. Una planta recombinante que contiene una secuencia de nucleétidos

de acuerdo con la reivindicacién 1.

9. La planta recombinante de acuerdo con la reivindicacién 7, la cual es

de café, de tomate, de cacao, de soya y de achicoria.

10. El uso de una parte de una secuencia de un nucleétido de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o de sus hebras

complementarias, que constituye al menos 10 bp de longitud, como cebador

" (primer) para realizar una PCR o como sonda para detectar in vitro, 0 para

modificar in vivo, al menos un gen de interés.
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Claims

A nucleotide sequence of from nucleotide 1 to 1067 of SEQ ID. No. 1 or functional parts
thereof.

A nucleotide sequence identified by SEQ. ID. No. 1 ar functional variants thereof,
encoding a coffee rbc$ protein.

A nucleotide sequence as identified by SEQ. ID. No. 2 or functionsl variants thereof,
encoding a coffee rbcS protein: -

A vector contrining a nucleotide according to any of the claims 1 to 3.

A polypeptide sequence as identified by SEQ. ID. No. 3.

Use of a nucleotide sequence according to claim 1 for the expression of a gene in plants.
The uso of claim S, wherein the plant is coffee, tomato, cacao, soy and chicory.

A recombinant plant containing a nucleotide sequence according to claim 1.

The recombinant plu-nt according to claim 7, which is coffee, , tomato, cicao, soy and
chicory.

Useofnpu'tofam._lcleotidesequenceaccofdinstoanyofthechimltoSorot'their
complementary strands, which is at least 10 bp in length, as primer to carry out a PCR or
as probe to detect in vitro or to modify in vivo at least one gene of interest.
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O [ Prioridad
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VI [0 Ciertos documentos citados
V. [] Clertos defectos en la solicitud internacional
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REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL  Solicitud internacional No. PCT/EP02/03469 l$

. Bases del reporte
Respecto a los elementos de la solicitud internacional: (Carétulas de remplazo que han sido suministradas a la
oficina receptora en respuesta a una invitacién bajo el articulo 14 estdn referenciados en este reporte como
“presentados originalmente” y no estin anexos a este reporte dado que no contienen modificaciones (Reglas

70.16y 70.17):
Descripeibn, paginas:

1-22 como se presentaron originalmente

Reivindicaclones, No.:

19 como se recibieron el 19/05/2003 concartade 16/05/2003
Dibujos, hojas:

1/3-3/3 como se presentaron originalmente

Listado de secuencias parte de la descripcién, piginas:

1-7, como se presentaron originalmente

2. Respecto al idioma, todos los elementos marcados anteriormente estuvieron disponibles o fueron
suministrados a esta Autoridad en el idioma en el cual la solicitud internacional fue presentada, a menos que
se indique lo contrario bajo este ftem.

Estos elementos estuvieron disponibles o fueron suministrados a esta Autoridad en el idioma: , el cual es:

D el idioma de una traduccién suministrada para una bisqueda internacional (segén la Regla 23.1 (b)).

D el idioma de una publicacién de Ia solicitud internacional (segin la Regla 48.3 (b}).

D el idioma de la traduccién suministrada para el examen preliminar internacional (segtn las Reglas 55.2
y/0553).

3. Respecto al nucledtido y/o secuencia amino &cida revelado en la solicitud internacional, se lievé a cabo el
examen preliminar internacional segiin el listado de secuencia:

& contenido en la solicitud internacional en forma escrita.

E registrado junto con la solicitud internacional en forma legible por computador.
proporcionado subsiguientemente a esta Autoridad en forma escrita.
proporcionado subsiguientemente a esta Autoridad en forma legible por computador.
|:| Se ha proporcionado la afirmaci6n respecto a la cual el listado de secuencia escrito

proporcionado subsiguientemente no va més alli de la revelacitn en la solicitud internacional segin se
presents.

D Se ha proporcionado la afirmacién respecto a Ia cual Ia informacién presentada en forma
legible por computador es idéntica al listado de secuencia escrita.
4. Las modificaciones han resultado en la cancelacién de:
(] 1a descripcitn, péginas:

[] 1as reivindicaciones, Nos.:
[ 108 dibujos, hojas:
5. D Este reporte ha sido establecido como si (algunas de) las modificaciones no se hubiesen hecho, ya que se

ha considerado que van mds allé de la revelacidn segilin se presentS, como se indicé en Casilla
Suplementaria (Regla 70.2 (c)):

Forma PCT/IPEA/409 (Caafllas I-V1I, Hoja 1) (Julio 1998)




: 2z

REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud internacional No. PCT/EP02/03469 H

(Cuaslquier hoja de remplazo que contenga tales modificaciones debe ser referida bajo el ftem 1 y anexada a este reporte)

6. Observaciones adicionales, si son necesarias:

IV. Falta de unidad de invencién

1. Enrespuesta a la invitacitin para restringir o pagar derechos adicionales el solicitante ha:

l:l restringido las reivindicaciones.
D pagado derechos adicionales.
D pagado derechos adicionales bajo protesta.

I:l nd restringido ni pagado derechos adicionales.

2. E Esta Autoridad encontr6 que el requisito de unidad de invencién no se ha cumplido y escogi6, de
conformidad con la Regla 68.1, no invitar al solicitante para que restrinja o pague derechos adicionales.

3. Esta Autoridad considera que el requisito de unidad de invencién de acuerdo con las Reglas 13.1, 132y 13.3 es
D se ha cumplido.

E no se ha cumplido por las siguientes razones:
ver hoja separada

4. Por consiguiente, las siguientes partes de la solicitud internacional fueron el objeto del examen prelimina:
internacional para establecer en este reporte:

"

E todas las partes.

I:l las partes que se relacionan con las reivindicaciones Nos.

V. Afirmacién razonada bajo el Articulo 35(2) respecto a novedad, paso inventivo o aplicabilidad industrial; citaciones
y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Afirmacién

Novedad (N) St  Reivindicaciones 1-9
No: Reivindicaciones

Rorma PCT/IPEA/409 (Caslllas I-VII, Hoja 2) (Julio 1998)
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Nivel inventivo (IS) St:  Reivindicaciones
No: Reivindicaciones 1-9

Aplicabilidad industrial (IA) Sf: Reivindicaciones 1-9
No: Reivindicaclones

2. Citaciones y explicaciones
ver hoja separada

PForma PCT/IPEA/409 (Casillas I-VIIL Hoja 3) (Julio 1998)
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HOJA SEPARADA Solicitud internacional No. PCT/EP02/03465

Esta solicitud carece de unidad porque sus reivindicaciones se relacionan con mis de
una invencién.

Una solicitud debe relacionarse sélo con una invenciéon o a un grupo de invenciones
enlazadas de manera tal que formen un solo concepto inventivo general.

La unidad de la invencién se cumple s6lo cuando existe una relacién técnica entre las
invenciones que implican una o mas de las mismas o correspondientes caracterfsticas
técnicas especiales, siendo tales caracterfsticas las que definen una contribucién que
cada una de las invenciones reivindicadas, consideradas como un total, hacen sobre el
arte anterior.

La relacién técnica entre el objeto actual de las reivindicaciones 1 y 2 es “ribulosa
bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (rubisco)”. Sin embargo, esta relacién no puede ser
considerada concordante con una caracterfstica técnica especial, tal como se defini6é
anteriormente, porque el rubisco era bien conocido en la técnica. Aun mids, era obvio
que el café comprendiera un gen rubisco.

Las contribuciones reivindicadas en la presente solicitud que son presuntamente
realizadas sobre el arte anterior son:

1.  Una secuencia de nucle6tidos que representa el promotor del gen rbcS del
café y su uso (reivindicacion 1, 6-9 (completamente) y 4 (parcialmente));

2.  Una secuencia de nucleétidos que codifiqua la protefna rubisco del café, la

secuencia polipeptidicaa que representa dicha protetna y su uso
(reivindicaciones 2, 3, 5 (completamente) y 4 (parcialmente)).

Estas contribuciones no estdn enlazadas como para formar un solo concepto inventivo.
Por lo tanto, las presentes reivindicaciones caen aparte dentro de dos grupos de
invenciones.

Las reivindicaciones 2-5 carecen de una actividad inventiva (Articulo 33 (3) PCT).

La protefna RbcS era bien conocida en la téenica. Esto no requiere de ninguna
actividad inventiva para aislar el homologo del café y deducir la secuencia de acido
nucleico que codifica la protefna.

Las reivindicaciones 1y 6-9 carecen de una actividad inventiva (Articulo 33 (3)PCT).

Forma PCT/Hoja Separada/409 (Hoa 1) (EPO-Abril 1997)
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Solicitud internacional No. PCT/EP02/03459 )')

El arte anterior divulga el uso del promotor de rbcS para la expresién (inducible por la
luz) de transgenes. Atin mas, era obvio que el café también tuviera un rbcS. Al parecer
la persona versada en la técnica usarfa a priori el promotor rbcS para la expresién
especifica orgdnica de un gen (ver por €j., Laporte et al., Nomura et al). Los solicitantes
no proporcionan ninguna evidencia en cuanto a que los efectos indicados en la
presente solicitud sean tGnicos para el promotor rbcS del café. Esta autoridad por lo
tanto considera los efectos observados como efectos adicionales. Un paso inventivo
solo puede ser reconocido si los solicitantes pueden demostrar que los

rbcS son derivados de otras plantas que no tienen los efectos observados para el
promotor rbcS del café.

La reivindicacién 1 y 2 cubren variantes funcionales de la secuencia nucle6tida
identificada por (parte de) SEQ ID NO: 1. No es claro cuél es la funcién de dicha SEQ
ID.

Rorma PCT/ Hoje Separada/409 (Hoja 2) (EPO-Abril 1997)



REIVINDICACIONES

1. Una secuencia de nucledtidos a partir del nucleétido 1 al 1067 de la

SEQ ID No. 1 o partes funcionales de la misma.

2. Una secuencia de nucledtidos identificada por la SEQ ID No. 1 o
variantes funcionales de la misma, que codifica una proteina rbcs del café.

3. Una secuencia de nucledtidos tal como esta identificada por la SEQ
ID No. 2 o variantes funcionales de la misma, que codifica una rbeS proteina

del café.

4, Un vector que contiene un nucleétido conforme a cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 3.

5. Una secuencia polipeptidica tal como esta identificada por la SEQ ID
No. 3.

6. Uso de una secuencia de nucleétidos conforme a la reivindicacion 1

para la expreslion de un gen en plantas.

7. El uso de la reivindicacidon 5, en donde la planta es café, tomate,

cacao, soya y achicoria.



8. Una planta recombinante transformada con al menos una secuencia

de nucledtidos conforme a la reivindicacién 1.

9. La planta recombinante conforme a la reivindicacion 7, la cual es café,

tomate, cacao, soya y achicoria.
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1. The applicant Is hereby notified that this intemational Preliminary Examining Authority transmits herewith the
Intemational preliminary examination report and its annexes, If any, established on the Intemational application.

2. A copy of the report and lts annexes, if any, Is being transmitted to the Intemational Bureau for communlcaﬂon

to all the electad Offices.

3. Where required by any of the elected Offices, the Intemational Bureau will prepare an English translation of the
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contain a translation of any annexes to the intemnational preliminary examination report. it is the applicant's
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criteria additional to or different from the criteria on which the Intemnational preliminary examination report is
based (eee Articles 27(5), 33(5)). Additional criteria may include e.g. examptions from patentability and the
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INTERNATI NAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT Intemational application No. PCT/EP02/03469

. Basle of the report

1. With regard to the elsments of the intemational application (Repfacement sheets which have been furnished to
the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred io in this report as "originally filed”
and ara not annaxad Io this raport since they do not contain amendments (Rules 70.16 and 70.17)).

Description, pages:

1-22 as originally filed

Claims, No.:

19 as received on 18/05/2003 with letterof - 16/05/2003
&9

Drawings, sheets:

173813 as originally filed

Sequence listing part of the description, pages:

1-7, as originally filed .

2. With regard to the language, all the elements marked above were avaliable or fumished to this Authority in the
language In which the intemational application was flled, unless otherwise indicated under this item.

These elements were avallable or fumished to this Authority In the following language: , which Is:

D the language of a transiation fumished for the purposes of the Intemational search {under Rule 23.1 ib)).

@ O the language of publication of the Intemational application (under Rule 48.3(b)).

O the language of a tranalation fumnished for tha purposes of intemational preliminary examination (under Rule
§5.2 and/or 55.3).

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disciosed in the intemational application, the
Iinternational preliminary examination was carmed out on the basis of the sequence listing:

contained in the intemational application in written form.

flled together with the intemnational application In computer readable form.
fumished subsequently to this Authority in written form.

fumished subsequently to this Authority in computer readable form.

The statement that the subsequently fumishad written sequenca listing does not go beyond the disclosurse in
the intemational application as flled has been fumished.

The statement that the information recorded in computer readable form [s idantical to the written sequence
listing has been fumished.

0O D00 R =

4. Tha amendments have resulted in the cancellation of:

Form PCTAPEA/40% (Boxas I-VIll, Sheet 1) {July 1868)
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- INTERNATI NAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT Intemational application No. PCT/EP02/03489

Iv.

1.

the description, pages:
the claims, Nos.:
the drawings, shesis:

O O0ODo

This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been
considered to go beyond the disclosure as filed (Rule 70.2(c)):

(Anymmemmetcmlainingahmmtsmuﬂbemfemdmundarﬂem 1 and annexed o this
raport.)

Additional observations, if necessary:

Leck of unity of Invention
in responeae to the Invitation to restrict or pay additional fees the applicant has:

01 restricted the claims.
paid additional fees.
paid additional fees under protest.

neither restricted nor paid additional fees.

B 0O O O

This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied and chose, according to Rule
68.1, not to Invite the applicant to restrict or pay additional fees.

This Authority considsrs that the requiremant of unity of Invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 is
00 complied with.

B not compllied with for the following reasons:
see separato sheet

Consequently, the following parts of the international application were the subject of intamational preliminary
aexamination in astablishing this report:

B all parts.
B the parts relating to claims Nos. .

. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial appiicabliiity;

ciistions and expianations supporting such statement

. Statement

Novalty (N) Yes: Claims 1-8

Form PCTAPEA/400 (Boxes I-VIII, Sheet 2) (July 1998)



IIN'rERNAhONAL PRELIMINARY
EXAMINATION REPORT International application No. PCT/EP02/03469
No: Claims
Inventive step (IS) Yes: Claims

No: Claims 1-8

Industrial applicabilily (IA) Yes: Claims 1-8
No: Claims

2. Citations and axplanations
soe separate sheet

Form PCTAPEA/409 (Boxas I-VIli, Sheat 3) (July 1808)



INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemetional application No. PCT/EP02/03469
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

1. The application lacks unity because its claims relate to more than one invention.

An application must relate to one invention only or to a group of inventions so

linked as to form a single general inventive concept.

Unity of invention is fulfilled only when there is a technical relationship among the

inventions involving one or more of the same or corresponding special technical

features, special technical features being such features that define a contribution
_which each of the claimed inventions, considered as a whole, makes over the

prior art.

The technical relationship among the present subject-matter of claims 1 and 2 is
"ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase (rubisco)". However, this relation
cannot be considered to consist of a special technical feature as defined above,

because rubisco was well known in the art. Moreover, it was obvious that coffee

comprises a rubisco gene.

The contributions claimed in the present application which are allegedly made

over the prior art are:
1. A nucleotide sequence representing the promoter of the coffea rbcS
gene and its use (claims 1, 6-9 (completely) and 4 (partially));
2. A nucleotide sequence encoding the coffee rubisco protein, the
polypeptide sequence representing said protein, and their use (claims
2, 3, 5 (completely) and 4 (partially)).

These contributions are not so linked as to form one single inventive concept.
Hence, the present claims fall apart into two groups of inventions.

2. Claims 2-5 lack an inventive activity (Article 33(3) PCT).
RbcS Protein was well known in the art. it does not require any inventive activity to
isolate the homolog from coffee and deduce the nucleic acid sequence encoding

the protein.

3. Claims t and 6-2 lack an inventive activity (Article 33(3) PCT).

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 1) (EPO-Aprl 1887)



INTERNATI NAL PRELIMINARY

International application No. PCT/EP02/03469

EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

The prior art discloses the use of the promoter of rbcS for the (light- inducible)
expression of transgenes. Moreover, it was obvious that coffee also has a rbcS. it
would appear that the skilled person & priori would use the rbcS promoter for the
organ specific expression of a gene (see e.g. Laporte et al., Nomura et al.). The
applicants do not provide any evidence that the effects shown in the present
application are unique to the coffee rbcS promoter. This authority thus considers
the observed effects to be bonus effects. An inventive step only could be

_acknowledged if the applicants could demonstrate that the rbeS promoters derived

from other plants do not have the effects observed for the coffee rbcS ﬁr_omoter.

Cilaims 1 and 2 embrace functional variants of the nucieotide sequence identitied
by (part of) SEQ ID NO: 1. It is not clear what the function of said SEQ ID is.

Form PCT/Separate Shest/409 (Sheet 2) (EPO-Aprl 1997)
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Anmelder: Société Des Produits Nestlé S.A.
Unser Zeichen: 80322/WQO

Claims

5 1. A nucleotide sequence of from nucleotide | to 1067 of SEQ ID. No. 1 or functional parts

thereof.

2. A nucleotide sequence identified by SEQ. ID. No. 1 or finctional variants thereof,
ot encoding a coffee rbeS protein.
10

"t

3. A nucleotide sequence as identified by SEQ. ID. No. 2 or functional variants thereof,
encoding a coffee rbcS protein.

4. A vector containing a nucleotide according to any of the claims 1 to 3.
15
5. A polypeptide sequence as identified by SEQ. ID. No. 3.
6. Use of a nucleotide sequence according to claim 1 for the expression of a gene in plants.

20 7. The use of claim 5, wherein the plant is coffee, tomato, cacao, soy and chicory.

8. A recombinant plant transformed with at least one nucleotide sequence according to

claim 1.

25 9. The recombinant plant according to claim 7, which is coffee, , tomato, cacao, soy and

AMENDED SHEET



ANEXO EXPLICATIVO DE MODIFICACIONES A LAS REIVINDICACIONES

En ejercicio del derecho conferido por el Articulo 28 numeral 1 del Tratado de
Cooperacion en materia de Patentes PCT, atentamente me permito informar
a ese Despacho que el capitulo reivindicatorio tal como fue presentado

originalmente en Fase Intemacional ha sido modificado.

Las modificaciones realizadas se encuentran plenamente sustentadas en la
descripcion de la presente invencién y en este sentido, no configuran una
ampliacién del invento o de la divuilgacibn contenida en la solicitud

presentada.

AN



GEN PROMOTOR ESPECIFICO DE LA HOJA DEL CAFE

RESUMEN - OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con una secuencia nucledtida derivada
de las hojas del café que puede ser usada como un promotor para una
expresion inducible de genes en plantas. En particular, la presente
invencidn se relaciona con una secuencia nucledtida que cubre el promotor y
la regiébn que codifica un gen rbcS. Adicionalmente la presente invencion se
relaciona con plantas transgenicas que contienen dichas secuencias

nucledtidas recombinantes.



GEN PROMOTOR ESPECIFICO DE LA HOJA DEL CAFE

La presente invencién se refiere a una secuencia de nucleétidos derivada de
DNA geﬁnbmico del café que se puede utilizar como un promotor capaz de
inducir la expresion de genes en plantas. En particular, la presente invencién
se relaciona con una secuencia de nucleétidos que abarca el promotor y la
regién que codifica el gen rb¢S. Ademés, la presente invencion se refiere a
plantas transgénicas que contienen tales secuencias recombinantes de

nucledtidos.

Se denominan promotores a las secuencias de I?NA que controlan el nivel
de trascripcion de un gen particular. Estos promotores proporcionan un sitio
de uniéon para polimerasa RNA que se une en tal sitio y produce la
trascripcion de la estructura del(los) gen(es) bajo el control de la misma, que
resulta en la produccion del RNA mensajero (MRNA) que en cambio

proporciona la plantilla para la sintesis de los correspondientes polipéptidos.

Los promotores se han estudiado en una variedad de organismos tales como
p. e}., virus, bacterias, animales y también en plantas. Para especies dadas o
tipos de organismos se han encontrado regiones conservadas de DNA
(secuencias consenso) dentro de los promotores asociados con una
variedad de genes estructurales. Se cree que estas regiones se encuentran
involucradas en el papel desempefiado por el promotor en el proceso de

trascripcion.

En la técnica, se han realizado muchos estudios para introducir genes
fordneos en plantas y que se expresen por medio de sus propios
promotores. Estos ensayos involucran el uso de inserciones de DNA foraneo

en el plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens y la introduccién del mismo



en las plantas (cf. R.T Fraley y otros, Proc. Natl. Acad. Sci., (1983) 80,
4803-4807).

Sin embargo, estas medidas expresan genes fordneos en plantas probadas
que son Gnicamente de éxito limitado dado que, la cantidad del producto del
gen foraneo obtenido de este modo es bastante baja. Con este propésito, las
Investigaciones se han enfocado en el aislamiento de promotores nativos, es
decir, promotores que la planta en si misma contiene. Estos promotores
preferiblemente deben poseer una elevada actividad, esto es, proporcionar

una alta expresion y de manera adicional debe ser inducidos.

Se conocen que ciertos polipéptidos son altaments expresados en plantas y
por consiguiente han sido objetos de extensos estudios. Uno de estos
polipéptidos es la enzima ribulosa-1,5-bifosfato t;arboxilasa (Rubisco), que
es la enzima principal de la ruta de fijacion de carbono en cloroplastos de
plantas de la clase C3. La enzima consta de dos tlpos principales de
subunidades polipeptidicas: La subunidad pequefia (rbcS) y la subunidad
grande (rbcL) con la enzima que est4 compuesta de 8 subunidades grandes
y 8 pequefias (Backer y otros, J. Mol. Biol., 81 (1975), 391-399) que se
codifica por el gen rbcl del cloroplasto y la familia de genes rbcS nucleares
respectivamente (Dean y otros, Annu. Rev. Plant. Physiol. Plant Mol. Biol.,
40 (1989) 417-439).

Se sabe que Rubisco se acumula en respuesta a la luz y los estudios han
demostrado que existe un correspondiente incremento en los estados de
niveles continuos del mRNA del rbcS que resulta de una trascripcion
incrementada del gen rbcS (Smith y otros, J. Mol. Appl. Genet, 1(1981), 127-
137).



La estructura de los promotores rhcS regulados por ia luz, se estudiaron en
diferentes plantas tales como en arveja o petunias (cf. Hemrera y otros.,
Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 49 (1998) 525 - 555). Hasta la
fecha se conoce que varias regiones de DNA sensibles a la luz que enlazan
factores en funcién trans son necesarios para controlar la expresion del gen
rbcS en el nivel de transcripcién. Algunos de los promotores rbcS aislados
hasta donde han sido caracterizados y utilizados, expresan fosfato de
sucrosa sintasa (cf. Wormrel y otros, Plan Cell 3 (1991), 1121-1130) o
glutamina sintasa (Migge y otros, Planta, 210 (2000), 252-260) en las hojas

de plantas transgénicas.

En la técnica se han realizado tamblén reportes de copias miuiltiples del gen
rbcS en el DNA nuclear de varios genomas de plantas que incluyen:
petunias, arveja o frigo y debido a que no se han estudiado hasta el
momento todas las regiones promotoras de dicha enzima, existe a(ln la
necesidad de proporcionar promotores adicionales que le permitan a una

persona versada en la materia expresar genes foraneos en una planta.

Por consiguiente, el problema de la presente invencién reside en
proporcionar una nueva herramienta que permita la expresiéon de genes en
una planta, que no debe preferiblemente no deba resultar en un silenciador
de genes, cuando los transgenes milltiples sean dirigidos por el- mismo
promotor en una célula, un hecho conocido el cual ocurre con promotores

que son de alta actividad.

El problema anterior se ha resuelto mediante una secuencia de nucleédtidos
como se identifica por los nuclebtidos 1 hasta 1067 de SEQ ID. No.1 o

partes funcionales de la misma.



De acuerdo con otra realizacién, la presente invencién se proporciona para
la secuencia del gen completo de un gen rbcS (SEQ. ID. No. 1) y el cDNA
(SEQ. ID. No 2) trascrito de ahf mismo.

Aln mas, de acuerdo con otra realizacién, la presente invencién se
proporciona para un polipéptido rbcS como se identifica mediante SEQ. ID.

No 3 que forma parte de Rubisco.
En las figuras:

La Fig. 1 muestra un analisis de manchas de Northemn de RNA total aislado
de varios tejidos de café e hibridados con el rb¢cS cDNA.

La Fig. 2 muestra un mapa que indica el promotor y la regién que codifica o
el gen rbcS.

La Fig. 3 muestra una prueba de manchas de Southem (Southem-blot) de

DNA geonémico de café arabica variedad Caturra.

La regiébn promotora de la presente invenciébn se realiza de varias formas
diferentes. La regidn promotora se puede representar mediante una
secuencia de nucledtidos identificada mediante los nucledtidos No 1 a 1067
de la SEQ. ID. No 1, o en caso de una forma en donde, el extremo 3 de la
misma se ha modificado de tal forma se pueda realizar una fécil fusion con
un gen de interés. Esto puede ser p. 6j., logrado mediante la creacién de un
sitio de restricclon en el extremo 3" de Ia regiébn promotora. Ademas, se
puede crear un sitio de restriccién dentro de la regién codificadora del gen
rbcS y de este modo, al Insertar un gen fordneo, seré sintetizado un
polipéptido de fusién. El DNA identificado por los nucleétidos 1 a 1067 de la

secuencia nucleica SEQ. ID. No. 1 se puede utilizar de manera beneficiosa



por su fusién completa o parcial con un gen de interés, mientras que
preserva el marco de lectura y luego por clonacién total en un vector de
expresion el cual se introduce en el café para permitir la expresion de la

proteina codificada por este gen en las hojas del café.

De acuerdo con una realizacion, el polipéptido a ser enlazado al promotor
rbcS puede ser el polipéptido rbcS como tal y de esta manera introducir
dicha construccién en una célula de planta donde sera expresado el actual
gen rbecS del café. Por lo tanto, de conformidad con una realizacién de la
presente invencidn se proporciona una secuencia de nucledtidos como se
identifica por SEQ ID. No. 1 y el correspondiente cDNA (SEQ ID No. 2) y el
polipéptido sintetizado sobre la traslacidn de dicho cDNA (SEQ ID. No. 3).

El promotor de la presente invencién se puede utilizar para producir
cualquier gen deseado en una planta, preferiblemente en el café o también
en el cacao, tomate, achicoria y soya. Dado que el promotor es fuerte y
puede ser inducido por la luz, éste promotor representa una herramienta
valiosa para la expresion de genes exégenos en plantas. Mas adin, como se
pudo demostrar el uso mditiple de dicho promotor en células de plantas y

que no resulto en un silenciador de genes.

Es mas, parte de cualquier secuencia de nucledtidos de acuerdo con la
presente invencion o parte de sus hebras complementarias, que son al
menos de 10 bp de longitud, pueden ser utilizadas como un cebador (primer)
para realizar una PCR o como sonda para detectar in vitro al menos un gen
de interés. Se prefiere que tal secuencia de nucledtidos sea una secuencia
derivada de los nucledtidos 51 a 596 de la secuencia de nucleica SEQ ID

No. 2.



La invencién también protege todos los productos alimenticios, cosméticos o
farmacéuticos que contienen todo o parte del DNA o de las proteinas
recombinantes de acuerdo con la invencién. Seguramente, las personas
versadas en la materia seran capaces de detectar la presencia de éstas
proteinas en cantidades muy bajas por medio de sondas de oligonucleétidos

o de anticuerpos apropiados.

Los actuales inventores durante los estudios que lideran la presente
invencion, han aislado y caracterizado un novedoso polipéptido producido en
grandes cantidades en las hojas del café, durante condiciones de luz. Con
este propdsito, se ha identificado el polipéptido de las hojas del café
mediante la secuenciacién del N-terminal seguido de electroforesis bi-
dimensional en gel. Se cloné la longitud total del rbcS del cDNA a partir de la
biblioteca de cDNA de hojas de café como también sus genes
comespondientes. Se aislé mediante aproximaciones de PCR, un fragmento
de DNA gentmico que contenia el promotor de éste gen. Se probé el
promotor en tabaco transgénico para verificar su especificidad, utilizando el

gen reportero uidA.

|. ldentificacién de la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa de las
hojas de café

La totalidad de proteinas se extrajeron de las hojas de café arabica de la

variedad Caturra.

Para realizar esto, las hojas de café se molieron de forma rapida en
nitrégenc liquido, que luego se redujeron a un polvo de acuerdo con el
método de Damerval y otros (Electrophoresis 7 (1986), 52-54). Luego, las

proteinas del café se extrajeron de 10 mg de este polvo que se solubilizé en



100 ul de solucidn que contenia 3% p/v de CHAPS, Grea 8.5 M, 0.15% piv

de DTT y 3% v/v de soporte de anfolito pH 3-10.

Luego, se centrifugb la mezcla a 13,000 g durante 5 minutos y se recuperd el
sobranadante, que contenia la totalidad de las protelnas de los granos del

café.

Las protelnas en el sobrenadante se separaron [uego mediante
electroforesis bi-dimensional en gel. Iniciaimente, se realizd la electroforesis
con base en gradiente de pH, utilizando un sistema Multiphore (Amersham
Pharmacia Biotech AB, Bjdkgatan 30, 75182 Upsula, Suecia). Para realizar
esto, se deposité 50 ul del sobrenadante sobre la franja del gel de gradiente
de pH inmovilizado y re-hidratado (Amersham Pharmacia Biotech) y la

electroforesis se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

A fin de separar la totalidad de protelnas de acuerdo con sus pesos
moleculares, se llevé a cabo una segunda electroforesis SDS-PAGE en los
geles derivados de la primera etapa de electroforesis, utilizando un equipo
Bio-Rad (Laboratorios Bio-Rad, 2000 Alfred Nobel Drive, Hércules, Califomia
94547 E. U.) bajo condiciones estandar de acuerdo con el método Laemmli
(Nature, 277 (1970), 680-688). Para realizar este propdsito, las bandas del
gel derivadas de la primera electroforesis uni-dimensional se equilibraron
con 5 ml/gel de solucién amortiguadora de Tris qile contenla drea 6M, 30%
viv de glicerol, 2% p/v de SDS, 2% p/v de DTT y 25 % piv de
yodoacsetamida. Las bandas del gel luego se colocaron sobre los geles de la
segunda electroforesis SDS-PAGE y se realizé la migracién de las proteinas
en un equipo Bio-Rad a 40 mA y a una temperatura de 12°C durante 9

horas.

vl



De este modo, los geles producidos se tifieron con plata segan el método de

Bjeliqvist y otros (Electrophoresis, 14 (1993), 1357-1365).

Luego, las imagenes se analizaron con ayuda de un explorador (Scanner
XRS 12CX, X-Ray Scanner Corporation, 4030 Spencer Street, Tomrance,
Califomia 80503 E. U.) y con ayuda del programa de Imagen de Bio (Bio
Image, 777 East Eisenhover Parkway, Suite 950, Ann Arbor, Michigan
48108, E. U.).

Las proteinas separadas por electroforesis bi-dimensional se transfirieron
sobre membranas de PVDF en una solucién amortiguadora de CAPS, con
ayuda de una celda Transblot de Bio-Rad (Bio-Rad, E. U.) que se mantuvo a
420 mA y a una temperatura de 4°C durante 1 hora y 30 minutos. Entonces,
las membranas se tifieron con azul de Coomassie, de acuerdo con las
instrucciones de Applied Biosystems (Applied Biosystems Inc., 850 Lincoln
Centre Drive, Foster City, California 94404 E. U.).

Luego de la transferencia, antes de guardar las membranas en pequefias

bolsas plasticas a 18°C, se secaron a temperatura ambiente.

Se realizé la micro-secuenciacion de las secuencias N-terminal de las
manchas (blots) de protelna, con la ayuda de un secuenciador del tipo
Beckman LF 3000 y del sistema HPLC Gold Bekman (Bekmann Instruments
Inc., 250 Harbor Boulevard Box 3100, Fullerton, California 92634 E. U.).

El perfil electroforético bi-dimensional bajo condiciones desnaturalizantes de
las hojas de C. amabica, mostraron una proteina que posee un peso
molecular aparente de alrededor de 16 kDa y un punto isoeléctrico de 6.1

que se presentd en altas cantidades. Al compararia con otros perfiles

YU
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electroforéticos bi-dimensionales de tejidos no fotosintéticos de C. arabica, p.
ej., endosperma de granos verdes de café, embriones sométicos (estado de
torpedo); parece ser que la acumulacion de esta protelna es especifica de la
hoja. La secuencia N-terminal de esta protelna se identificdé mediante la

degradacion de Edman.

Il. Construccién de la librerla de cDNA de la hoja del café

Se extrajo la totalidad del RNA mensajero, de acuerdo con Rogers y otros
(Plant Physiol Biochem, 37 (1999), 261-272), a partir de hojas jovenes de
café de Cafée arabica variedad Caturra 2308, crecidas en invernadero con
temperatura de aproximadamente 25°C, 70% de humedad e Huminacion
natural. Se molleron finamente las hojas en nitrégeno liquido y al final de la
extraccion, el RNA se suspendi6 en agua estéril y se cuantifico por adsorcién
a 260 nm. EI mRNA Poli (A)* se purifico del RNA total en un sistema de
purificacion oligo-dT (Qiagen INC., 9600 De Soto Avenue, Chatsworth, CA,
913111 E. U.) y se monitoreo su calidad mediante electroforesis y ensayos
de translacion in vitro para mRNA.

La biblioteca de cDNA se construyé como se describe en Rogers (supra), se
esperé que el cDNA se ligara en el pCR Script Cam SK (+) (Stratagene,
11011 No'rth Torrey Pines Road, La Jolla, CA 92037, E. U.). La mezcia del
ligamiento se utilizé para transformar E. coli XL 10 Gold km® (Stratagene,
E.U.). Las transformadas se seleccionaron sobre agar de LB (Luria-Bertani)
que contenla 30 ug/ml de cloranfenicol en presencia de IPTG y X-Gal
(Sambrook y otros, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor NY. 1989).

DS
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lll. Separacion de la longitud total del rhcS del cDNA

Se realizé un experimento de RT-PCR, utilizando 10 ng de RNA total de las
hojas, como plantilla, en presencia de transcriptasa reversa AMV y
‘polimerasa TH DNA como se describe en el sistema RT-PCR kit Access
(Promega Corporation, 2600 Woods Hollos Road, Madison, Winsconsin
53711 E. U.). Los cebadores (primers) generados utilizados fueron RBC1
(SEQ ID No 6) y RBC3 (SEQ ID No. 7). El RBC1 fue deducido del
secuenciamiento N-terminal del polipéptido del café aislado como el anterior
(SEQ ID No. 4). En este caso, al compararia con otras proteinas RbcS, la
histidina en la posicidn 1 se cormigié y se reemplazd por una metionina y el
residuoc no determinado en la cuarta posicion se consider6 como un
triptéfano (W). El RBC3 se dedujo de la secuencia de aminodcido YWTMWK
(SEQ ID No. 5) que corresponde a una regién altamente conservada en
otras proteinas RbcS de plantas. La reaccion de PCR (Patente E.U.
4,683,195 y Patente E.U. 4,683,202) se realizd en un Robocycler
(Stratagene, E.U.) por 50 ciclos a 94°C por 60 segundos, 50°C por 90
segundos y 68°C por 2 minutos, seguida por una extensién final a 68°C por 7
minutos. Bajo estas condiciones, Gnicamente uno de los fragmentos de PCR
de aproximadamente 200 bp se observd luego de realizar electroforesis en
gel de agarosa y se clond en el vector pGEM-T easy (Promega, E. U.) como
se describe por el proveedor, su andlisis de secuencia reveld que
efectivamente comespondia a un rbcS parcial de ¢cDNA de 213 bp,
flanqueado por los cebadores (primers) RBC1 y RBC3 en sus extremidades
y localizado entre los nucledtidos 234 y 446 de la secuencia SEQ ID No.2.

W
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Los cebadores (primers) especificos RBC11 (SEQ ID No.8) y RBC31 (SEQ
ID No.9), que se derivan de RBC1 y RBC3, respectivamente y se utilizaron
para apantallar por PCR, 300 clones individuales de E. coli que contienen un
cDNA de hoja. Esta reaccién se llevd a cabo en un volumen total de 50 pl
que contenian 3 unidades de polimerasa Tag DNA (Stratagene, E. U), KCI
50 mM, MgCl; 1.5 mM, gelatina 0.1 mg/ml, 0.2 mM de cada dNTP,
cebadores (primers) 0.25 uM y Tris HCl 10 mM pH 8.8. La reaccién de PCR
se realizd utilizando un Robocycler (Stratagen, E. U.) por 30 ciclos a 94°C
por 60 segundos, 65°C por 75 segundos y 72°C por 2 minutos, seguida por
una extension final a 72°C por 7 minutos. Unicamente un clon apareci6

positivo.
V. Andlisis del rbcS de cDNA del café

Este cDNA (934 bp) contenia una regién 5' no transformada de 50 bases y
una regién 3’ no transformada de 278 bases que incluye un sitio putativo de
poliadenilacién (AATAAA), localizado 30 bases arriba de la cola de poliA que
contiene 62 residuos de adenosina. E| cDNA también contenia un marco de
lectura abierto de 543 bases que codifican para una protelna de 181
aminoécidos presente en la secuencia SEQ ID No.3. Esta proteina tiene un
peso molecular tedrico de aproximadamente 20.4 Kda y un pl (punto
isoeléctrico) de 8.86 en su forma madura. Al comparar su secuencia N-
terminal, que comienza en la posicion 59 en la secuencia SEQ ID No.3, se
dedujo el peso molecular de la forma procesada de esta protelna de
aproximadamente 15.6 Kda con un pl de 6.1. Estos datos se correlacionaron
con aquellos estimados por electroforesis en gel 2D, como se describid

anteriormente.
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V. Clonacion del gen rbcS

Con el fin de aislar el gen rbcS que comesponde al cDNA clonado
anteriormente, se disefiaron dos cebadores (primers) sintéticos designados
RBC100 y RBC101, para realizar una reaccion de PCR utilizando como
plantilla 50 ng de DNA genémico de café. Este DNA gendmico se purificé de
acuerdo con el protocolo descrito anterior (Paillard y otros, Theor Appl
Genet, 93 (1996), 41-47). El cebador (primer) RBC100 corresponde a la
secuencia SEQ ID No.10 y se localizé entre los nucledtidos 28 y 59 en la
secuencia SEQ ID No.2.

El cebador (primer) RBC101 se localizd luego de la secuencia que codifica la
translacion, en la hebra antisentido de la secuencia de nucleica SEQ ID No.
2, entre los nucledtidos 650 y 681. Se realiz6 una reaccion de PCR como se
describié anteriormente, por 45 ciclos a 94°C por 60 segundos, 55°C por 90
segundos y 72°C por 4 minutos seguido por una extension final a 72°C por 7
minutos, luego por electroforesis en gel de agarosa de los productos de
PCR, se detectd tnicamente una banda de aproximadamente 1000 bp y se
cloné en el vector pGEMT-easy de acuerdo con la recomendacion del
proveedor (Promega, E.U.) y se secuencid. Su analisis revelé, que
comrespondia al gen rbcS que contiene los intrones cortos de 120 y 235 bp
respectivamente, localizados en la secuencia SEQ ID No.1, entre los
nucletdtidos 1229 y 1350 para el primero y entre los nucledtidos 1484 y 1720
para el segundo. Dado el hecho que este gen pertenece a una familia de
multigenes, como se observd en otras plantas, (Dean y otros 1989), se
denominara mas adelante rbcS1.
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V. Anélisis de hibridacién de Southem

Se purificd el DNA gendmico del café de acuerdo con el protocolo descrito
anterior (Paillard y otros, Theor Appl Genet 93, 41-47, 1996). Se realizd la
digestion del DNA genémico (10 pg) mediante enzimas de restriccion y se
realizé la mancha (blot) sobre una membrana de nylon como se describié
previamente (Southem, J Mol Biol 98, 503-517, 1975) y se sonde6 con el
producto de PCR de 1-kb P*2-marcado que corresponde al gen rbcS1. Se
utilizaron cinco enzimas de restriccion (Dral, Hincll, Hindlll, Sspl y EcoRl)
para cortar el DNA gendmico del café. Este DNA se hidrolizd con una sonda
que corresponde al gen rbcS1 1Kb antes aislado, luego de la amplificacién
del DNA genémico mediante los cebadores (primers) RBC100 (SEQ ID No.
10) y RBC101 (SEQ ID No. 11). Este producto de la amplificacién se purificd
en un cartucho Microcon 100 (Amicon INC, 72 Cherry Hill Drive, Beverly,
Massachussets 01915 E. U.) y 50 ng de este fragmento se marcaron por
extensién al azar del cebador (primer) con 50 uCi de [a-*P]dCTP de
acuerdo con el kit Megaprime (Amersham, R. U.). Ademas, el filtro de nylon
se pre-hibridé por 4 horas a 65°C en una solucién que contenia SSC 6X,
Denhart 1X (0.2% de Ficol, 0.2% de polivinilpirrolidona, 0.2% de fraccion IV
de BSA) y 50 ug/ml del DNA desnaturalizado de esperma de salmén. El filtro
de nylon fue entonces hibridado durante 10 horas a 65°C en la misma
soluciébn con la sonda marcada y luego se lavd tres veces durante 30
minutos a 65°C en presencia de: SSC 2X -0.1% de SDS, SSC 1X -0.1% de
SDS y SSC 0.1X -0.1% de SDS, sucesivamente.

Se aobservaron dos bandas cuando se cort6 el DNA del café por las enzimas

Dral, Hindi y EcoRV, mientras que ningin sitio de restriccion se encontré
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presente en la parte del gene rbcS1 que hibridd la sonda (figura 3). Al
comparar con la secuencia SEQ ID No. 1, se esperaba una seflal mayor que
1.75-kb cuando el DNA del café fuese cortado por la enzima Dral, que se
caracteriza efectivamente por una fuerte hibridacién en 2.25-kb y ademas
una sefial tenue (1.3-kb). Se detectd una fuerte hibridacién (0.8-kb) por la
digestién con la enzima Hincli, que comesponde probablemente al fragmento
esperado del gen rbcS1, que es intemo a la sonda. También, de nuevo se
reveld una sefial discreta en 1.5 kb. Se presentd un sitio de Sspl en el gen
rbeS1, que dirige tedricamente a la deteccidén de dos fragmentos mayores
que 1.6 y 0.4 kb. Efectivamente, se observaron tres bandas de hibridacién
de 0.9, 2.25 y 2.75 kb. Se puede realizar la misma clase de anélisis para la
digestion con la enzima EcoRI, con dos fragmentos esperados mayores que
1.45 y 0.55 kb y la presencia de tres bandas en 2.3, 4.2 y 10 kb. Juntos,
estos analisis confirmaron la existencia de una familia de genes rbcS en el

café con algunos de elios probablemente organizados como uno tras otro.

VIi. Expresién del gen rbcS en diferentes tejidos del C. arabica.

Se realizd un experimento de manchas de northem para analizar la
expresion del gen rbcS en diferentes tejidos cosechados de café arabica
variedad Caturra 2308, criado en invemadero, esto es, hojas, ralces, tallos,
flores, como también en granos verdes de café a las 35 semanas luego de
florecer. Para realizar esto, se desnaturalizd 20 ug del RNA total durante 15
minutos a 65°C en solucibn amortiguadora 1X MOPS (MOPS 20 mM,
acetato de sodio 5 mM, EDTA 1 mM, pH 7) en presencia de formamida
(50%) y formaldehido, concentracién final 0.66 M, que se separaron luego
por electroforesis. El RNA total se transfirié luego y se fijé sobre una
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membrana de nylon cargada de manera positiva, de acuerdo con las
recomendaciones suministradas por el proveedor (Boehringer Mannheim,
DE). Se sintetiz6 una sonda mediante una reaccibn de PCR que
corresponde a 200 bp del gen rbcS, utilizando los cebadores (primers)
RBC11 y RBC31 descritos anteriormente y como plantilla la longitud total del
gen rbcS previamente clonado. El fragmento obtenido luego de la
amplificacion se purificd en un cartucho Microcon 100 {(Amicon INC, 72
Cherry Hill Drive, Beverly, Massachussets 01915 E.U.) y 50 ng de este
fragmento se marcaron por extensién al azar del cebador (primer) con 50
uCl de [a-2P]dCTP de acuerdo con el kit Megaprime (Amersham, R.U.).
Ademas, el filtro de nylon se pre-hibridé por 4 horas a 65°C en una solucion
que contenia SSC 6X, Denhart 1X (0.2% de Ficol, 0.2% de
polivinilpirrolidona, 0.2% de la fraccién IV de BSA) y 50 pg/ml del DNA
desnaturalizado de esperma de salmén. El filtro de nylon fue entonces
hibridado durante 10 horas a 85°C en la misma solucién con la sonda
marcada y luego se lavd tres veces durante 30 minutos a 65°C en presencia
de: SSC 2X -0.1% de SDS, SSC 1X -0.1% de SDS y SSC 0.1X -0.1% de

SDS, sucesivamentse.

Este andlisis demostrd que la sonda rbcS se hibridé con una sola clase de
mRNAs. Para la cual el tamafio estimado fue aproximadamente de 900
bases, cercana a la longitud de la secuencia nucléica SEQ ID No. 2.
También se demostrd que los mMRNAs especificos de rbcS son muy
abundantes en las hojas, cualquiera que sea su edad, ligeramente
detectables en flores pero ausentes en otros tejidos no fotosintéticos
probados tales como ralces, granos maduros, tallos y embriones sométicos

(figura 1).



17

VIil. Aislamiento del promotor del gen rbcS de Café arabica

El promotor del gen rbcS se aisié por varias PCRs inversas de acuerdo con
el método de Ochman y otros (Genetics 120 (1988), 621-623). Para realizar
esto, ef DNA nuclear del C. arabica, (0.5 a 1 pg) se digestd con varias
enzimas de restriccion, por ejemplo tales como BsiBl y Ndel y luego se tratd
con fenol:cloroformo (1:1) y se precipité por 12 horas a —20°C en presencia
de acetato de sodio a concentracién final de 0.3 M y etanol (2.5 volimenes).
Después de centrifugar a 10,000 g durante 15 minutos a 4°C, se trat6 el
DNA como se describié anteriormente (WO 99/02688).

a) Reaccion de PCR inversa No. 1

Esta primera reaccion se lievo a cabo utilizando el oligonucledtido sintético
RBC102, que posee la secuencia de nucléica SEQ ID No. 12 y el
ologonucieétido RBC104, que posee la secuencia de nucléica SEQ ID No.
13. Esta reaccion de PCR inversa se realizdé en presencia de 50 ng de DNA
gendmico ligado, como se describid anteriormente y se incubd durante 45
ciclos (94°C-80 s, 65°C-860 s, 72°C-4 min.) seguido de un ciclo de extensién
final a 72°C por 7 minutos. Se amplificé un fragmento de DNA de alrededor
de 600 bp y se derivd a partir de la reaccion de PCR inversa en el DNA
genémico inicialmente digestado con la enzima de restriccion BsiBl. Este
DNA se cloné entonces en un vector p-GEMT-easy. El andlisis de su
secuencia reveld que contenia aproximadamente 350 bp arriba del cebador
{primer) RBC102, que corresponde a los nucledtidos localizados entre los

nucledtidos 731 y 1082 en la secuencia SEQ ID. No.1.
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b} Reaccién de PCR inversa No. 2

Con el fin de obtener las secuencias nucléicas localizadas arriba del sitio de
restriccion de BsiBl que comesponde a los nucledtidos 732 a 737 de la
secuencia SEQ ID No. 1, se reallz6 otra reaccion de PCR inversa, esta vez,
los oligonucledtidos sintéticos RBC401 y RBC400 se dedujeron a partir de la
secuencia de DNA genémico previamente clonada durante la primera
reaccion de PCR Inversa. RBC401 y RBC400 comespondieron a las
secuencias nucléicas SEQ ID No. 14 y SEQ ID No. 15, respectivamente.
Esta reaccidén de PCR inversa se llevo a cabo bajo condiciones idénticas a
aquellas descritas para la reaccién de PCR inversa No. 1, con la condicién
que la unién de los oligonucleétidos se realizara a 60°C. Se observd un
fragmento de DNA de 1 kb amplificado a partir del DNA genémico
inicialmente digestado con la enzima de restriccidn Ndel después de la
electroforesis en gel. Este fragmento se traté como se definié anteriormente
y su andlisis de secuencia revelé que contenia alrededor de 890 bp arriba
del cebador (primer) RBS401, que cormesponde a los nucléotidos localizados

en las posiciones 1 y 894 de la secuencia SEQ ID No. 1.
c¢) Clonacién de los fragmentos de DNA genomico

Los experimentos de PCR Inversa a partir de las moléculas lineales
quiméricas mediante la unién de fragmentos no contiguos de DNA en el
genoma, el uno con el otro (Ochman y otros, 1988). Ademas, las medidas de
la frecuencia de mutacibn mostrd que la polimerasa pfu DNA es de
aproximadamente 12 veces mas preciso que la polimerasa Teq DNA, que
redujo la probabilidad de mutaciones puntuales durante las amplificaciones

de PCR (Lundberg y otros, Gene 108 (1991), 1-8). Por estas razones, se
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realizd una reaccion de PCR sobre el DNA gendmico nativo de C. arabica
variedad Caturra, en presencia de polimerasa pfu DNA. Esta reaccion se
llevé a cabo en presencia de 50 ng de DNA genémico, en un volumen final
de 50 ul que contenia KCI 10 mM, (NH.).SO, 6 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 8.0,
Triton X-100 0.1%, MgClz 2 mM, BSA 10 pug/mi, 0.2 mM de cada dNTP, 3
unidades de polimerasa pfu DNA y 0.25 uM de los oligonucleétidos RBC101
y RBC150. Se describid el oligonuclestido RBC101 anteriormente, mientras
que el cebador (primer) RBC150 (SEQ ID No. 16) se localiz6 sobre la hebra
sentido de la secuencia nucléica SEQ ID No. 2 y corresponde a los
nucleétidos 6 a 35. La mezcla de reaccion se incubé durante 35 ciclos (94°C-
60 s, 55°C-90 s, 72°C4 minutos), seguida de un ciclo de extensién final a
72°C por 7 minutos.

Seguida esta PCR, se obtuvo un fragmento sencillo de al rededorde 2 kb y
se clond en el vector pCR-Script Cam SK (+) para dar el vector pRBCS1. Al
realizar la secuenciacion, mostré que este fragmento de DNA genémico
corresponde a la secuencia entre los oligonucleétidos RBC101 y RBC150.
Como se describe a continuacién, el DNA amplificado durante esta reaccidn
de PCR se utiliz6 entonces para la construccion de los vectores. Se presenta

un esquema que resume estos experimentos en la figura 2.

IX Construccion del vector de transformacién genética necesario para el
analisis funcional del promotor rbcS

Las secuencias localizadas arriba del sitio de partida translacional (ATG en
la posiciobn 51 de la secuencia SEQ ID No. 2) y que comresponden a las

primeras 1049 bases de la secuencia nucléica SEQ ID No. 1, se analizaron
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con el fin de probar su capacidad para controlar la expresiéon del gen

reportero uidA en las hojas de plantas transformadas.

Para realizar esto, se prepand un constructor en un vector de transformaciéon
binaria pBI101 (Clontech Laboratories Inc., 1020 East Meadow Circle, Palo
Alto, Califomnia 94303-4230 E.U.). Este vector contenia el gen reportado uidA
que codifica la p-glucuronidasa (GUS) y el gen bacterial npfll, que codifica la
neomicina fosfotransferasa, ésta Gltima, confiere resistencia a kanamicina en
las plantas transformadas. Estos dos genes bordearon los extremos derecho
e izquierdo del T-DNA del plasmido pTIT37 de Agrobacterium tumefanciens
(Bevan, Nucl. Acids Res. 12, 8711-8721, 1984) que define la regién del DNA
capaz de ser transferida en el genoma de plantas infectadas con esta

bacteria.

El vector pBi101 fue doblemente digestado con la enzima de restriccién
Hindlll y Xbal de acuerdo con el protocolo definido por el proveedor
(Promega, E.U.), a continuacién, se obtuvo un fragmento de DNA que
contenla el promotor rbcS mediante la reaccion de PCR realizada con 5 ng
del plasmido pRBCS1, en un volumen de 50 ul que contenfa KCI 10 mM,
(NH4)2S04 6 mM, Tris-HCl 20 mM, pH 8., 0.1% de Tritbn X-100, MgCl> 2
mM, 0.2 mM de cada dNTP, 10 pg/ml de BSA, 025 uM de los
oligonucleétidos sintéticos RBC150H3 y RBC102X1 que comesponden
respectivamente a las secuencias SEQ ID No. 17 y SEQ ID No. 18. La
mezcla de reaccién se incubd durante 30 ciclos (94°C-60 s, 55°C-60 s, 72°C-
3 minutos), seguida de un ciclo de extensién final a 72°C por 7 minutos. El
producto amplificado por PCR se cloné en el pCR-Script Cam SK (+) como

se describid anteriormente para proporcionar el vector recombinante

vy
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denominado pRBCS2. Entonces, este vector se digestd con las enzimas de
restriccién Hindlll y Xbal con el fin de purificar el fragmento de DNA que
incluye la regiéon del promotor rbcS. Este DNA se cloné en el vector pBI101
que también se habla digestado con las enzimas de restriccion Hindlll y
Xbal, que conduce al vector denominado pRBCS2. Mediante esta
aproximacion, se obtuvo una fusién translacional entre los 8 primeros

aminoéacidos de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa del café y el

extremo N-terminal de p-glucuronidasa.

En el plasmido pBi101, el gen reportero uidA es silencioso debido a su
carencia de promotor. A cambio de ello, este mismo gen se expresé en
plantas transformadas con el vector pBl121 debido a que se encuentra bajo
control del promotor constitutivo CaMV 35 S (Jefferson y otros, EMBO J., 6
(1987), 3901-3907). Estos dos plasmidos se utilizaron respectivamente como

controles negativos y positivos para la expresion del gen reportero uidA.

X. Transformacién y regeneracion de Nicotiana tabacum

La transformacién de Nicotiana tabacum variedad XHFD8 se realizé con el
vector pRBCS2 descrito anteriormente, asl como con los pBI101 y pBl121,
de acuerdo con el protocolo descrito por Horsh y otros (Plant Mol. Biol.
Manuel, Gelvin, Schilpercort y Verma Eds, Kluwer, Academic Publishers
Dordrecht, Palses bajos, A5 (1893), 1-9).

Con el fin de realizar esto, discos foliares de pequefias plantas (plantiets),
las cuales germinaron in vitro, se incubaron por 2 minutos aproximadamente
con un cultivo transformado de fase estacionaria de Agrobacterium
tumefaciens diluido en una solucién de NaCl al 0.9%, a fin de obtener una

medida OD a 600 nm entre 0.2 y 0.3. Luego se secaron sobre papel 3MM
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(Whatmann) y se incubaron sin seleccionar presién en una camara de cultivo
en medio MS-stem (sales de MS 4.3 g/, sucrosa 30 g/l, agar 8 g/,
mioinocitol 100 mg/l, tiamina 10 mg/l, cido nicotinico 1 mg/l, piridoxina 1
mg/l, 4cido naftalenacético (ANA) 0.1 mg/l, benciladenina (BA) 1 mg/)
(Murashige y Skoog, Physiol. Plant 15 (1962), 473-497).

Los discos se transfirieron tres dias después, a un medio MS que se
encontraba con suplemento de kanamicina (100 ug/ml) y con cefotaxima
(400 pg/ml) con el fin de multiplicar las células transformadas y de esta
manera obtener calli'. Luego, estos discos se subcultivaron cada semana

con “medio para tallo MS” fresco.

Luego de 21 a 28 dlas, las yemas que germinaron se cortaron del calli y se
subcultivaron con medio MS estédndar, esto es, un medio MS libre de
fitohormonas pero con suplemento de kanamicina (100 pg/ml) y cefotaxima
(200 pg/ml). Luego de enraizar en un disco de Petri, las pequefias plantas se
transplantaron en materas de loza en un sustrato compuesto de turba y
abono, luego crecieron en un invernadero a una temperatura de 25°C con un
periodo de luz de 16 horas. Para cada experimento de transformacién, se
seleccionaron 30 plantas pequefias (generaciobn RQ). Todas las pequefias
plantas se |;robaron para ser morfolégicamente normales y fértiles; se auto-

polinizaron (Selfed) y produjeron semillas (generacién R1)

Xl. Andlisis del DNA gentmico de plantas de tabaco transformadas con
Agrobacierium tumefaciens

' N.T. Calll: se reflere a pequefioa axcrecencias en el verticlio de los pétalos de una fior, en
algunas plantas.
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El DNA genémico de plantas transgénicas de tabaco se extrajo de las hojas
de acuerdo con el protocolo descriio por Rogers y Bendich (Plant Mol.
Manuel, Gelvin, Schilpoort y Verma Eds, Kluwer Academic Publishers
Dordrecht, Paises bajos, A8 (1993), 1.11) y se analizaron posteriormente por
PCR y por hibridacidn molecular, de acuerdo con la técnica de manchas de

Southemn (Southem Blot).

Las reacciones de PCR se realizaron con 10 ng del DNA en un volumen final
de 50 pul que contenfa KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8.8, MgCl> 1.5 mM,
gelatina 0.1 mg/ml, 0.2 mM de cada dNTP, 3 un'l‘dades de polimerasa Taq
DNA, 0.25 uM del oligonucieétido BI104, que tiene la secuencia SEQ ID No.
19 y 0.25 uM del oligonucledtido BI105 que tiene la secuencia SEQ ID No.
20. El oligonucledtido BI104 se localizé a 27 bp abajo del sitio BamHI del
plasmido BI101 y el oligonucleétido BI105 se localizé a 73 bp arriba del sitjio
BamHI| del plasmido pBI101. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo

durante 30 ciclos

(84°C-30 s, 54°C-30 8, 72°C-2 minutos, seguido de un ciclo de 7 minutos a
72°C (extension final).

Los fragmentos de DNA amplificados a partir de plantas transgénicas de
tabaco, transformadas con los plasmidos pBI101 (control negativo), pBl121
(control positivo) y pRBCS2 tuvieron pesos moleculares de
aproximadamente 280 bp, 1030 bp y 1300 bp, respectivamente. En todos los
casos, 88 concluyd que el fragmento inicialmente clonado armiba del gen

reportero uidA se encontraba intacto.

X



Se realizd la digestion de 10 pg (diez microgramos) del DNA de plantas de
tabaco transformadas con Agrobacterium tumefaciens con BamHl. A
continuacién, los fragmentos de restriccion obtenidos se separaron por
electroforesis en un gel de agarosa (1%) y el DNA se transfirié sobre un filtro
de nylon, antes de hibridarios independienemente con una sonda uidA y una
sonda nptil descrita en WO 99/02688. Estas dos sondas se purificaron y se
marcaron 50 ng por extension al azar del cebador (primer) con 50 uCi de [a-
2pPI1dCTP de acuerdo con el protocolo del kit Megaprime (Amersham,
Internacional plc, Amersham Place, Litle Chalfont, Buckinghamshire HP7
9NA, R.U.).

Los perfiles de hibridizacion obtenidos para cada sonda fueron luego
comparados, a fin de seleccionar las plantas de tabaco transformadas con
agrobacterium tumefanciens que tenlan integrado dentro de su genoma una
copia sencilla no reorganizada del T-DNA. La seleccién de estas plantas
también se confimd mediante los anélisis de los resultados de la
sagregacion del caracter resistente a kanamicina, luego de la germinacién in
vitro de las semillas de R1 de estas plantas en medio MS estandar.
Efectivamente, en este caso se observd ¥4 % de segregacién del caracter
de resistencia a kanamicina, que es compatible con la integracion del T-

DNA en un sitio sencillo del DNA nuclear.

Xl|. Estudio del promotor rbcS del café In plantas de tabaco transgénicas

Este estudio se llevd a cabo en las plantas de la generacién RO.

Las medidas de la actividad de la GUS se realizaron en las hojas y raices de
acuerdo con el método descrito por Jefferson y otros (1987), se utilizd como

sustrato MUG (metil umbeliferil glucuronida) y se midié la aparicion de MU

xR
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(metilumbeliferoma) mediante fluorimetiria. Para realizar esto, las
explantaciones foliares (10 mg) y las semillas (aproximadamente 40) se

molieron en arena estéril con 300 pl de solucién amortiguadora de extraccion

(NazHPOQO,, pH 7.0, EDTA 10 mM, p-mercaptoatanol 10 mM). Los restos
celulares se retiraron por centrifugacién durante 15 minutos a 4°C y las
protelnas solubles en el sobrenadante se cuantificaron mediante el método
de Bradford (Anal. Biochem. 72, 248-254, 1976) de acuerdo con el protocolo
definido por Bio-Rad (E.U.) y se utilizd BSA como estdndar. Las medidas de
la actividad de la GUS se realizaron en un placas de microtitulo encubadas a
37°C, utilizando 1 pg de proteinas solubles en 150 pl de solucién
amortiguadora de reaccién (solucién amortiguadora de extraccion con MUG
1 mM). Las medidas de fluorescencia se expresaron en pmol MU /min/mg de
proteinas y se realizaron a una longitud de onda de excitacién de 365 nm y

una longitud de onda de emisién de 455 nm (Fluoroskanll, Labsystem).

Ninguna actividad de la GUS se encontrd en las raices y hojas de WT
(plantas no transformadas) como se muestra en la tabla 1, asl como, en las
plantas transformadas por el vector pBl101. Se encontraron niveles similares
de actividades de la GUS como en el control positivo, en ambos tejidos de
plantas de tabaco transformadas por pBl121, que confirma el caracter
constitutivo del promotor 35S. Para 21 plantas de tabaco independientes
transformadas por el vector pRBCS2, la actividad de la GUS se encontrd
exclusivamente en las hojas, que oscila entre 0.2 a 124 nmol MU min™ de
proteina, mientras que no se encontré ninguna actividad de la GUS en las
comrespondientes ralces. Para cinco de ellas, se decidié analizar el efecto de
la luz sobre el control del gen reportero de la GUS. Por consiguiente, estas

plantas se mantuvieron en condiciones de oscuridad por 24 horas, luego de

B
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este perlodo, sus hojas se congelaron de manera répida en nitrégeno liquido
y se probd la expresién de la GUS en ia proteina (actividad de la GUS) y el
nivel nucléico por manchas de Northem (Northem blot). Las medidas de las
actividades de la GUS, mostraron claramente una reduccién mayor de esta
actividad enzimética en las hojas crecidas en la oscuridad mediante un factor
que oscila entre 2 a 40 {(promedio del factor de reduccién: 13) (cf. Tabla 1, a

continuacién).

Tabla 1: Actividades de la GUS en plantas de tabaco

Ralces (R) Hojas (L) Hojas en la N
oscuridad (LD)

WT 0 0 Nd 6
pBI101 0 0 . Nd 4
pBlIM21 | 3.62(0.6-11) | 1.25(0.3-3.2) Nd 6
Prbcs2 0 15.2 (0.2-124) Nd 21

pRBCS2" 0 16.09 (1.45-52) 1,25 (0-4) 5

El ensayo de fluorimetrfa para actividad de la GUS se realizd como se
describe en Jefferson y otros (EMBO J., 8, 3901-3807, 1887). Las proteinas
solubles se extrajeron de las hojas y granos de auto-fertilizaciéon a plantas de

tabaco en solucién amortiguadora de fosfato fosfato de sodio 50 mM pH 7,
Na;EDTA 10 mM, 40 mM de 2 p-mercaptoetanol) sin detergente. Cualquiera
de 1 6 4 pg de proteina soluble se incubé con MUG 1 mM {4-metil-umbeliferil
glucuronida) en un 200 u! finales de mezcla de reaccién. La fluorescencia se

midié a intervalos de 2 minutos durante 40 minutos con un fluorimetro

EEN
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Flouroskan Il (Thermo Labsystems Oy, Sorvaajankatu 15, P.O. Box 208,
FIN-00811 Helsinki, Suomi). Se utilizé como estandar para la fluorescencia
una solucién de 4-metilumbeliferona (MU) en solucién amortiguadora.

La actividad de la GUS se midié en: hojas frescas crecidas a la luz (L), hojas
crecidas en la oscuridad 24h (LD) y ralces (R). Se indican los nombres de
los plasmidos, como tamblén el nimero de transformadas probadas (n). Los
valores indicados, representa el promedio de la actividad de la GUS para
varias transformadas independientes (n) expresadas como picomoles de 4-
MU (metil-umbiliferona) por minuto por mg de proteinas totales. Los valores
entre paréntesis representan valores exiremos. (nd) no determinado. (1)

cinco transformadas entre 21 que fueron probadas.

Este resultado también se confimé mediante manchas de Northem
(northem blot), que demostrd una disminucion importante de mRNA
especifico de uidA en hojas de transformantes crecidas en la oscuridad, al
comparar con las hojas de transformantes crecidas a la luz en
transformadas. Estos dos resultados demostraron que el promotor rbcS del
café probado en plantas de tabaco transformadas, confieren tanto la
especificidad a ia hoja como la regulacion a la luz de la expresion del gen en
esta planta. Esto se puede explicar mediante el hecho de que este promotor
contiene un elemento semejante a la caja TATA, localizado 35 bp arriba del
extremo 5' del cDNA como también un motivo CCAAT a alrededor de 80 bp
amriba de la caja anterior. Un anélisis mas detallado también revelé que esta
secuencia del café contiene varios elementos sensibles a la luz (Light-
Responsive Elements LRE) conocidos por ser esenciales para la foto-

regulacion de la expresion del gen en otras plantas.
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Los resultados anteriores demostraron que el promotor rbcS1 del café
contiene todas las secuencias del DNA requeridas para regular la expresion
del gen en un una forma especifica de tejido y de la luz y demuestra que ios
motivos del DNA del café son reconocidos de manera comecta por los

factores que actiian en forma trans.

b\
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REIVINDICACIONES

1. Una secuencia de nucledtidos a partir del nucleédtido 1 al 1067 de la

SEQ ID No. 1 o partes funcionales de la misma.

2. Una secuencia de nuclettidos identificada por la SEQ ID No. 1 o

variantes funcionales de la misma, que codifica una proteina rbcs del café.

3. Una secuencia de nucleétidos tal como esta identificada por la SEQ
D No. 2 o variantes funcionales de la misma, que codifica una rbcS proteina

del café.

4. Un vector que contiene un nucleétido conforme a cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 3.

5. Una secuencia polipeptidica tal como est4 identificada por la SEQ ID
No. 3.

6. Un método para la expresioén de un gen en plantas que comprende el
paso de incorporar una secuencia nucledtida de acuerdo a la reivindicacién

1, en dichas plantas.

7. El método de acuerdo a la reivindicacion 6, en donde el paso de
incorporar una secuencia nucleétida en una planta comprende el paso de

seleccionar las plantas del grupo de café, tomate, cacao, soya y achicoria.

bl
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8. Una planta recombinante transformada con al menos una secuencia

de nucledtidos conforme a la reivindicacién 1.

9. La planta recombinante conforme a la reivindicacién 7, la cual es café,

tomate, cacao, soya y achicoria.

59



(A)
(B) 'r'- — mpb
-+— 13831h
' ~— 623pb
Leyenda:

(A): Andlisis de manchas de Northem (Northern-blot) de RNA total (20 pg) de
varios tejidos de café probados con el cDNA rbeS.

(B): Preparaciones de RNA total separadas med.ante electroforesis en gel de
agarosa y teflido con bromuro de etidio. También mediante las flechas se
indican los pesos moleculares.

Canil 1. hojas jovenes (longitud <5 cm); caril 2; hojas medias (longitud >5cm y
<10 cm); carril 3: hojas viejas (longitud > 10 em); carril 4: flores maduras; carril
5: flores en botén; canil 6: tallos; carril 7: ralces; carril 8: granos de 35 semanas
luego de florecer; carril 9: embriones somaticos de C. Arabica.
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Figura -3 Manchas de Southemn (Southern-Blot)

Dr He B3 8y Feo
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Manchas de Southem (Southem-blot) del DNA gendmico de C. arabica
digestado con enzimas de restricelén Dral (carmil Dr), Hincll (carril He), Hindill
(camil Hd), Sspi (carril Ssp) y EcoRl (caril Eco) e hibridado con el gen rbeSI.
También se indican al lado izquilerdo las marcas de las distancias de recorrido
molecular (kbp).
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<170>
<210> 1
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<113> Cafd

<400> 1
catatggaaa

atatgtette
atatatggat
tascotattt
tascagatac
ttcosotgoag
acgagcecsay
atcacaccag
astatcttaas
atcgcagaag
ctcgaasney
Angatatate
ccttceatte
agtgcgagty
teattaagta
ggatgatgga
statagaaapg
gaanasagga
ttgoocscera
tesasgocga

cocaicggtgyg”
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ttaatatgea tcaatecttc tototctott tttaasasaa attaagtttt

ttcactoctt tamtgttyged attagetigt

agttgtegym ggamcaattt
tatcctaaac tatatagaat
acagacctta otanattaan
gtgasatttg agcccctaca
ctocgtggtt tgttggagys
agtctatgta ogtooageas
geaascgats sagtttactoo
gaaaagaccyg cgaoatttct
asntcaanga attttltattt
pactggaccee aasattasco
attcgassas cagatgagat
tggtggttas tgataagget
ggyRatgtgy tgesaccavat
trutttgeecg ttagatacay
ggttetgtag aguasaggen
ngggeacgag ctagcgagsa
caccagggcc agocotgote
ttcttecattc cacatttooa

asqagteecag tgeatgeagy

ttktettttt
agggagtota
gagatatitt
caacatscac
acanttatga
tgtactgang
atacattiga
goactgtago
ttatttittt
saccgttact
aagatgattg
asggtccida
satccastgg
geaccatgga
atatgattgs
tggcatecto
sagctageat
sgaagtcagt
tacoooacad

saggtaaggt tgtgyggeag
ttgagacast ancuattgta
sagasactoy tgttaggaac
¢noacocaott ttamattttg
aggtococton ttgucaatoa
aaataaggua ggcascyyco
ascaatgatg tagcaaatas
gtetgagcaa gogestygcg
tgctgoagta tgattcetgog
tgtgttttgg gtttgnsasa
tatoatcott cgattoaogt
lllltﬂlléh geeacgtgge
ascecttgtgo ctteatitog
cggacyutgy tctasgatoa
agagcasgta ;tt'clttlt
ttconttget gttattagaa
antgatctes toggeageotyg
ggttgoaaca ttosacggeo
cgacattact tocctitgoos

canccgoaaa atactageac
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tectoctctcta
siacacacaca
agactetgre
ttatcegeay
aaggttacac
tttatacass
ctaatacgtt
tgatgcygggq
taccacaggt
tacggetgea
ccaaattget
ttcattgeeq
ctcaasatteyg
210> 2

<211> 934

<212>
<211>

<400> 2
atttcettge

caatgatcte
tggttgeacc
tegacattac
caaggggact
tgcteaagga
tggagraagy
actggaccat
sggttyggpa
scgtecgtea
cttettcaca
agttagttgt
ttgectette
tgacattegy

atgaangccg

tatatgtaca
cacacactet
atatctteca
tggatgqyre
agotangatg
casacasata
cgtitggktta
tttgtgactt
caccqgggata
cggacgceac
ggytcaggat
cclagccasa

aggectgegat

DMA .
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kgttattaga
cteggeaget
cttcesacggc
tteecttgee
ghagsagtac
aptrgattac
atttgtgtac
gtggaaactg
ntgcctgoag
gotgoagtge
aatttggoce
ceatamaatt
cgtgotogte
ttteggtaca

ctttatatte

tgtacgcatt
taattttagg
gatcteaceg
cetigettgg
tttgcatgta
assagqgtat
atgttasteg
gatqQatity
ctatgacgga
tecagytgctqg
catcygatte
gggtttctns

tettggeagt

agaasaaagy
gttgocacca
clcasagecyg
accaacgyty
gagactttgt
cttatccgea
cygtgaatace
cctatgtacyg
gasatacccaa
aktcagttica
cggcceatca
iﬂilqcﬁlﬂﬂ
thttttgot
tgtttecgga

gtctgetacy

caacttaggat
tgtggecocn
ncgageaatt
asttcgagtt
ctaacatatt
agagacaggc
cagtagagta
sacgtgtaga
cgctactgga
sacgagqgitq
gecascgtce
geceettett

tgacagttag

aagggaacga
ccaccagggc
cttetteatt
gaagagtcea
catatcttes
grtugatgggt
actggteace
gctgeacgga
attgctgggt
tigecgocaa
aatttgagge
getgtackett
tctattcttc
tttecaaaga

ttecactoga
sagggganty
geteaaggen
gynggtanas
stttttoagt
atttaatatt
gagtagatag
ssggatttgt
ccatgrggas
Eﬁcnntgect
gteaggtgea
cacasntitg

ttgtenataa

gctagegaga
cageoetget
acccatttce
gtgeatgoag
agatcteace
tcettgettg
gygstactat
cgcaactcaa
caggatcntc
gocaasgggt
kgcgattctt
tagetgtttt
tectttottt
tatgtatgag

gkttgateeg
sagaagtaog
attgarcace
REARSAZALA
gacggasege
tatactgaag
attastatoc
gtaccgtgaa
gectgcctatg
gllhglnt;c
gtgcatcagt
geecceggece

aatt

atggeatcct
cadgyctagen
aagsagtcoy
gtgtggecac
gacgagcast
gaattegage
gacggacget
gtgctgaecy
ggattegaca
ttctaagece
ggcagttgac
tecattttiat
tttteegett
acttttaata
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<210> 3
<211> 181
<212> PRT

<213> Cofd arabica
<i00> 3

Het Ala Ser Sar Nat Ilg Ser Ser Ala Als Val Ala Thr Thr Thx Arg
1 5 ) 10 13 -

Ala Ser Pro Ala Gln Ala Ser Met Val Ala Pro Phe Asn Gly Leu Lys
20 23 30

Als Als g;r Ser Phe Pro Ile Sexr Lys Lys Ser Val Asp Ils Thr Ser
410 [ ]

Leu Ala Thr Rsn Gly Gly Arg Val Gln Cys Met Gln Vsl Trp Pxo Fro
30 33 50

Arg Gly Leu Lys Lys Tyr Glu Thr Leu Ser Tyr Leu Pro Asp leu Thr
65 0 L] © 80

Asp Glu Gln Lau Lsu Lys Glu Ils Asp Tyr Leu Ils Arg Bex gy Txp
5 "0

Val Pro Cya Lesu Glu Fhe Glu Lew Glu Lys Gly Pha Val Tyx Axrg Glu
100 los 110

Tyr His Arg Ser FPxo Gly Tyr Tyr Asp Gly Azg Tyr Trp Thr Wet Trp
115 120 123

Lys lau Pro Net Tyr Gly Cys Thr Asp Ala Thr Gln Val Lesu Aan Glu
130 13 140

Val Gly Glu Cys Leu Lys Glu Tyr Pro Asn Cys Trp Val Arg Ils Ils
14% 150 153 ig0

Gly Phe Asp Asn Val Arg Gln Val Gln Cys Ile Sex Phe Ile Rla Ala
165 170 17%

Lys Pro Lys Gly Phas
180

<2105 4
<211> 18
<212> . PRT

<2135 'Café arabica
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1 .} 10, 13
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<ll> 11

<212> DNA
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<I21> also_feature
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<230>
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<d00> 6
atgoargtnt ggcence

<210> 17
<211> 18
<312>

DuA
<213 .Secuencie artificial

<120>
€223> RBC) primer

<220>
<321> nlso_faature
<232> {10)..{10)

€223> “n"waégécoth, no vonocldo u
otro.

<400> 17
yttccacatn gtcocarta



<210> 8§

21>

<213> ODNA .
€113 gscuancia artificial
<220>

2% RC11

<400> @
atgeaggtgt ggccaccaag ggas

<10 8
<211> 23
<212>

<1 ;;nnehaﬁﬂddm

<2200
<17 RECI

<400> 9
ccacatggtc cagtagegto cgtca

<210> 10
<21l> 30
<213>

DMA
<213 Sacuencia artificial

<12®
<213> RBC100

<400> 10
guaagUgasc gagetigega guatggoata

<210> 11
211> 3
<12

DHA
€213 Secuencia artificlal

<220> )
<213> RaClO1

<400> 11
sattitattg acaactasct gtosactgaoo

<10 12
<211> M
<212> DEA )
<13 gacuercia artificial

Qi
<223 RECl02

<4h¢> i3
acagetgeeg aggagatcat tgaggatgee

<210> 13



<213i> 29
€212> DWA

13> gecuencia artificial

<220>
<123> RICL04

<400> 13
cagggccage cctgotcaasg ctagoatgy

<210> 14
<21l1> 20
€212> DNA
<213> Secuencia artificial

220>
<223> RBCI0L

<400> 14
ascgggcsas satccateat cotgatet

€210> 18
<> 27
<All> DA .
<213 Sacuencla artificial

<220>
<223> RBCIOD

<i0> 13
ggasccatgyg asgagcaagt agttgoa

<210> 16
<2il> 30
212>

DMA

€213> Sacuencia artificial
<320>

<223> RBC180

<i00> 14
ggasattaat atgaatoaat octtatetet

<216 117
<211> 3
<212> DM

<213> Sacuencia artificial

<120> .
<23)3> RBC150HD

<iod> 17

cocaagotty gaaattaats tgeatoamto cttototet

<210 19
<2> 4
<212> DA

<213> geruencia artificial
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<120>
<221 RBCLO3X1

<i00> 18 .
otagtctaga ogaggsgatoc aAttgaggatg coattotogo ¢t

<210> 19
<?1l> 30
€213>

15 gacuencia artifcial

<220>
<223> PBIldd

<i00> 19
tttgatttca egopttoggy tttotacegy

<210> 20
211> 30
<212>

DWA
<213> 8scuencia artificial

220>
<223> 31103

400> 20
ggctogtaty ttgtgtggaa ttgtgegegg
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Listado De Sequencias

SEQ ID NO. 1 gen

CATATGGAAA’ITAATATGCATCA'A_TCC'ITC'I' CTCTCTCTTTTTAAAAAAAATTA
AGTTTTATATGTCTTCTTCACTCCTITAATGTTGCAATTAGCTTGTAAGGTAAG

GTTGTGGGGAAGATATATGGATAGTIGTCGGAGGAACAATTTITTITITITIIT

GAGACAATAACAATTGTATAACCTATTTTATCCTAAACTATATAGAATAGGGA
GTCTAAAGAAACTCGTGTTAGGAACTAACAGATACACAGACCTTACTAAATTA
AAGAGATATTTTGACACCACTTTTAAATTTTGTTCACTGCAGGTGAAATTTGAG
CCCCTACATAACATACACAGGTCCCTCCTTGACAATCAACGAGCCAAGCTCCG
TGGTTTGTTGGAGGAACAATTATGAAAATAAGGAAGGCAACGGCCATCACAC
CAGAGTCTATGTCCGTCCAGAAATGTACTGAAGAACAATGATGTAGCAAATA
AAATATCTTAAGAAAACGATAAGTTTACTCCATACATTTGAGTCTGAGCAAGG
'GAATGGCGATCGCAGAAGGAAAAGACOGCGACATITCTGCACI'GTAGCTGCT

GCAGTATGATI'CTGGGCTCGAAAACGAAATCAAAGAA’ITHTATITITAWHT '

mcmrrrrccamemmmeumucmcmmcccmnmcm
ACCGTTAC’ITATCATCCTTCGAHCACGTCCITCCATICATTCGAAMACAGAT
GAGATAAGATGA'I'I‘GAAAATCAATCGCCACGTGGCAGTGCGAGTGTGGTGQT
TAATGATAAGGCTAAGGTCCAAAAACCTTGTGCCTTCATGTGGTCATTAAGTA
GGGAATGTGGTGAACCACATAATCCAATGGCGGACGATGGTCTAAGATCAGG
ATGATGGATTTTTGCCCGTTAGATACAGGAACCATGGAAGAGCAAGTAGTTGC
ATTATATATAGAAAGGGTTCTGTAGAGCAAAGGCCATATGATTGATTCCCTITG

CTGTTATTAGAAGAAAAAAGGAAGGGAACGAGCTAGCGAGAATGGCATCCTC

AATGATCTCCTCGGCAGCTGTTGCCACCACCACCAGGGCCAGECCTGCTCAAG -

CTAGCATGGTTGCACCCTTCAACGGCCTCAAAGCCGCTTCTTCATICCCCATTT
CCAAGAAGTCCGTCGACATTACTTCCCTTGCCACCAACGGTGGAAGAGTCCAG
TGCATGCAGGTACCCCACACCAACCGCAAAATACTAGCACTCTCTCTCTATAT
ATGTACATGTATGCATTCAACTTGGATTTCCACTCGAGTTTGATTCGAACACAC
ACACACACACTT’I'I‘M'I'I'ITAGGTGTGGCCACCMGGGGACTGMGAAGTACG
AGACTTTGTCATATCTTCCAGATCTCACCGACGAGCAATTGCTGAAGGAAATT
GATTACCTTATCCGCAGTGGATGGGTTCCTTGCTTGGAATTCGAGTTGGAGGT



AAAAAAAAAAAAAAAAGGTTACACAGATAAGATGTTTGCATGTACTAACATA

TTATTTTTCAGTGGCGGAAAGATTTATACAAACAAACAAATAAAAAGGGTATA
GAGACAGGCATTTAATATTTATACTGAAGCTAATACGTTCGTTTGGTTAATGTT
AATAGCAGTAGAGTAGAGTAGATAGATTAATATGCTGATGCGGGGTTTGTGAT
TTGGTGGGTTTGAACGTGTAGAAAGGATTTGTGTACCGTGAATACCACAGGTC
ACCGGGATACTATGACGGACGCTACTGGACCATGTGGAAGCTGCCTATGTACG
GCTGCACGGACGCAACTCAGGTGCTGAACGAGGTTGGGGAATGCCTGAAGGA
ATACCCAAATTGCTGGGTCAGGATCATCGGATTCGACAACGTCCGTCAGGTGC
AGTGCATCAGTTTCATTGCCGCCAAGCCAAAGGGTTTCTAAGCCCCTICTTCAC
AAATTTGGCCCCGGCCCCTCAAATTTGAGGCTGCGATTCTTGGCAGTTGACAG

TTAGTTGTCAATAAAATT

SEQ ID NO. 2 : Secuencia cDNA del rbcS de longitud completa _

ATTTCCTTGCTGTTATTAGAAGAAAAAAGGAAGGGAACGAGCTAGCGAGAAT
GGCATCCTCAATGATCTCCTCGGCAGCTATTGCCACCACCACCAGGGCCAGCC
CTGCTCAAGCTAGCATGGTTGCACCCTTCAACGGCCTCAAAGCCGCTTCTTCAT
TCCCCATTTCCAAGAAGTCCGTCGACATTACTTCCCTTGCCACCAACGGTGGA
AGAGTCCAGTGCATGCAGGTGTGGCCACCAAGGGGACTGAAGAAGTACGAGA
CTTTGTCATATCTTCCAGATCTCACCGACGAGCAATTGCTCAAGGAAATTGATT
ACCTTATCCGCAGTGGATGGUTTCCTTGCTTGGAATTCGAGTTGGAGAAAGGA
TITGTGTACCGTGAATACCACAGGTCACCGGBATACTATGACGGACGCTACTG
GACCATGTGGAAACTGCCTATGTACGGCTGCACGGACGCAACTCAAGTGCTGA
ACGAGGTTGGGGAATGCCTGAAGGAATACCCAAATTGCTGGGTCAGGATCAT
CGGATTCGACAACGTCCGTCAGGTGCAGTGCATCAGTTTCATTGCCGCCAAGC
CAAAGGGTTTCTAAGCCCCTTCTTCACAAATTTGGCCCCGGCCCCTCAAATTTG
AGGCTGCGATTCTTGGCAGTTGACAGTTAGTTGTCAATAAAATTGAGAACTGG
GGCTGTACTTTTAGCTGTTTTICATTTTTATTTGCCTTTTCCGTGGTGGTCTGGT
TITGCTTICTATICTTCTCCTTICTTTTTTTCCGCTTIGACATTCGGTTTCGGTATA
TGTTTCCGGATTTCCAAAGATATGTATGAGACTTTTAATAATGAAAGCCGCTTT
ATATTCGTCTGCTACGCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

H
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SEQID NO.3 Secuencia de la proteina

MASSM[SSAAVATITRASPAQASMVAPFNGLKAASSFPTSVDITSLA'I'NGGRV
QCMQVWPPRGLKKYETLSYLPDLTDEQLLKEIDYLIRSGWVPCLEFELERGFVYR
EYHRSPGYYDGRYWTMWRLPMYGCTDATQVLNEVGECLKEYPNCWVRIGFDN
VRQVQCISFIAAKPKGF

SEQ D NO: 4 N- Secuencla de la proteina RbcS
HQVXPPRGLK KYETL

SEQIDNO: 5 Secuencia conservada de la proteina RbcS en planta
YWTMWK

SEQIDNO: 6 Primer RBC1
ATGCARGTIT GGCCICC

SEQ ID NO; 7 Primer RBC3
YTTCCACATI GTCCARTA

SEQID NO'8: RBC11
ATGCAGGTGT GGCCACCAAG GGGA

SEQ ID NO 9: RBC31
CCACATGGTC CAGTAGCGTC CGTCA

SEQIDNO 10: RBC100
GGAAGGGAAC GAGCTAGCGA GAATGGCATC

SEQID NO 11: RBC101 -



AATTTTATTG ACAACTAACT GTCAACTGCC

SEQ ID NO 12: RBC102
ACAGCTGCCG AGGAGATCAT TGAGGATGCC

SEQ ID NO 13: RBC104
CAGGGCCAGC CCTGCTCAAG CTAGCATGG

SEQ ID NO 14: RBC401
AACGGGCAAA AATCCATCAT CCTGATCT _

SEQ ID NO 15: RBC400 _
GGAACCATGG AAGAGCAAGT AGTTGCA

SEQ ID NO 16: RBC150
GGAAATTAAT ATGCATCAAT CCTTCTCTCT

SEQID NO'17: RBC150H3

CCCAAGCTTG GAAATTAATA TGCATCAATC CTTCTCTCT

SEQID NO 18: RBC102X1 |
CTAGTCTAGA CGAGGAGATC ATTGAGGATG CCATTCTCGC T

SEQ ID NO 19: BI164
TTTGATTTCA CGGGTTGGEG TTTCTACAGG

SEQ ID NO 20: BI105
GGCTCGTATG TTGTGTGGAA TTGTGAGCGG
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REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT
PATENTE DE INVENCION [ X ] MODELO DE UTILIDAD [ ]
¢ Indicacion de que se solicita la concesion de una patente [X14
¢ Datos de identificacién del sollcltante o de la persona que presenta la solicitud [X] 4
¢ Descripcién de ia invencién [x]1 33
¢ Dibujos de ser estos pertinentes [x] 64
+ Comprobante de pago de las tasas establecidas il 2
COMPLETA [x] INCOMPLETA []
DISENO INDUSTRIAL [ ]
¢ Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial []

¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud | )
¢ Representacion gréafica y fotogréfica del Disefio Industrial o muestra del material

que incorpora el disefio [ ]
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas []
COMPLETA [ ] INCOMPLETA []

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado |
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la sollcitud
Representacion gréfica del esquema trazado

]
]
]
Comprobante de pago de las tasas establecidas ]

> o & O

INCOMPLETA []

Firma Responsa{b )
SIERDISTALA Y COREREID
Fechaadiccion 1 1185528 se20000 Folios: 8 Carrera 13 No. 27-00 Piso 5,7y 10
ek 6D): 20E)-12-01 160003 “"'F::‘!gb 3532233 40
moite 1 WU PCI-MTENT 379 FAGE BMCT 41 PRESENIAC o
‘epeadencias 2020 BIVISIGH JE RIEWS CREACINES E-mall: info@sic.gov.co

Www.Sic.gov.co
Bogota, D.C., Colombla
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2020
Bogoté, D.C.,
Doctor: Oficlo N°
José Antonio Lioreda
Apoderado 1
Societe Des Produits Nestié S.A. 1 398
ASUNTO: Radicacion N° 03-105528
Sollcitud intemacional PCT/EP02/03469
Fecha Iniclo fase nacional  1112/2003
‘ Tramite 011
Evento 39
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento el el articulo 38 de la Declsién 486 de la Comisién
de la Comunidad Andina, esticulo 27 del Tratado de Cooperacion en Materia de Patenies (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintandencia de Industria y Comercio, 8 le comunica que:

0 La solicitud no contiene la copia del documento an que consta la cesién del derecho a la patante del inventor al
solbcitante 0 a su causants. (Art. 26-k) Declsion 486).

En cumpiimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 488, se le requiere para que dentro del témino de
dos meses siguientes a la facha de notificacién del presents oficio, complete los requisitos anteriorments enunclados.
En caso de no dar cumplimiento al presante requerimiento, la soficitud se considerard abandonada y perdera su

‘ prelacion.
Noﬂllqumelpramlpolbioconlomnabdmeﬂnmdnmnrals.z.lilaralo).deleapMoqui'llndelth'
primero de la Ciruular Unica N* 10 de 2001.

»

ALIX CARMENZA C DE VERGEL
Jefe de [2 Division gé Nuevas Creaciones.

28 DIC. 2007
El anterior requerimiento fue notiicado por ffacién en lista de facha, _




