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Summary

In a genetic screen for altered circadian period length
in Arabidopsis, we isolated a mutant with a long free-
running perlod. The tej mutation acts independently
of light quality and quantity. It affects clock-controlled
transcription of genes in Arabidopsis and alters the
timing of the photoperiod-dependent transition from
vegetative growth to flowering. Map-based cloning
of TEJ identified a poly(ADP-ribose) glycohydrolase
(PARG). An inhibitor of poly(ADP-ribosyl)ation rescued
the period phenotype of tef mutant and shortened the
period length of wild-type plants. Posttranslational
poly(ADP-ribosyl)ation of an oscillator component may
coniribute to setting the period length of the Arabi-
dopsis central oscillator.

Introduction

The circadian clock is a timing mechanism by which
organisms coordinate the temporal phases of physio-
logical processes to the daily changes in their environ-
ment resulting from the earth’s rotation. Heuristically,
the circadian system has been envisioned to be com-
posed of sensors of light and temperature that input
timing Information to the oscillator, which in turn regu-
lates the phase and periodicity of multiple output pro-
cesses. Interaction of the intrinsic oscillator with the
gradual changes In the length and timing of the natural
photoperiod also regulates seasonal biological pro-
cesses such as breeding in animals and fiowering in
plants. Molecular genetic analysis of mutants with al-
tered period lengths of circadian outputs has been suc-
cessful in Identifying oscillator components and under-
standing their function. In most organisms, different
positive and negative regulators of transcription act in
a transcription-translation negative feedback loop to
generate a near 24 hr rhythm. This core clock mecha-
nism is conserved in different organisms, although com-
ponents of the oscillator are less conserved (Harmer et
al., 2001).

“Correspondence: stevek@scripps.edu

It is quite obvious that several ancillary proteins must
operate at different steps of this core oscillator to gener-
ate and sustain a near 24 hr rhythm from such a simple
feedback loop. The best-understood mechanism in-
volved in setting the period length Is progressive phos-
phorylation of an oscillator component, which in many
species triggers its degradation. Mutations attenuating
phosphorylation of a negative component of the oscilla-
tor delays its disappearance, and thereby lengthens the
period length. For example, Doubletime (Dbt) in Dro-
sophila is a caseine kinase that phosphorylates the neg-
ative element Per and may regulate Its stability (Price
et al., 1998). Different mutant alleles of dbt either hypo-
or hyperphosphorylate Per, and produce a long- or
short-period phenotype, respectively. Mutation of the
hamster caseine kinase 1¢ (CK1¢) or a CK1e phosphory-
lation site in human hPer2 may possibly lead to hypo-
phosphorylation and stability of Per protein. A more
stable Per protein may further promote activity of the
positive factor Bmal1, and thereby resuit in a short-
period rhythm in hamster and a comparable sleeping
disorder in human (Lowrey et al., 2000; Toh et al., 2001).
Many phosphorylated proteins are subsequently ubiqui-
tinated for proteosomal degradation. The Arabidopsis
protein ZTL—~a putative FMN binding protein with PAS-
LOV and KELCH repeats—is proposed to mediate deg-
radation of an oscillator component in a light-dependent
manner, thereby helping to set the pace of the oscillator
(Somers et al., 2000). While these genes act on the clock
proteins, some may modulate transcription to set the
period length. For example, constitutive overexpression
of vrille {vri) in Drosophila suppresses Per and Tim ex-
pression and abolishes behavioral rhythms. This and
other observations suggest a transcriptional role of Vri
in Drosophila clock (Blau and Young, 1999). In the
mouse, the clock-regulated transcription factor DBP
also contributes to setting the period of the oscillator,
probably by some transcriptional contro! (Yamaguchi et
al., 2000).

We are beginning to understand the clock function in
plants. Clocks cease to operate either in constant light
(Drosophila, rodents, and Neurospora) or in constant
dark (cyanobacteria), while plant oscillators function un-
der constant conditions of light and dark (Millar et al.,
1992). Furthermore, under constant illumination the
pace of the plant oscillator is fine-tuned by both quality
{wavelength) and fluence rate (intensity) of incident light
(Somers et al.,, 1998b). Molecular genetic analysis of
period-altering mutants in Arabidopsis has begun to
elucidate the plant clock function (reviewed in Young
and Kay, 2001). In Arabidopsis, two single myb domain-
containing transcription factors, CCA1 and LHY, nega-
tively regulate transcription from TOC7 promoter, and
constitute the negative limb of the oscillator (Alabadi et
al., 2001; Schatffer et al., 1998; Wang and Tobin, 1998).
TOCH, in turn, acts as a positive element by promoting
transcription of CCA7 and LHY (Alabadi et al., 2001;
Strayer et al., 2000). Genetic alteration of any of these
three clock components produces light-independent
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period length defects. Many light-dependent period-
altering mutants in Arabidopsis have been characterized
and have been ascribed a function in the interaction
between light and the oscillator. Mutations in circadian
photoreceptors (phytochromes and cryptochromes) af-
fect period length only under specific light regimes of
blue or red light (Millar et al., 1995b; Somers et al.,
1998a). Loss-of-function mutation e/f3 causes arhyth-
micity under most light conditions, but exhibits wild-
type rhythms under constant darkness (Hicks et al.,,
1996). Elf3 may act downstream of both red and blue
light photoreceptors and help progression of the clock
under light (Covington et al., 2001; Hicks et al., 2001).
Another clock mutant, zt/, exhibits period lengthening
in a fluence rate-dependent manner. Its protein product
contains features suggestive of its role in regulating
protein turnover in a light-dependent manner (Somers et
al., 2000). The late-flowering mutant gigantia (gi) affects
clock outputs, although no mechanism has been pro-
posed for its role (Park et al., 1999). A dozen additional
period-affecting mutants in Arabidopsis have been iso-
lated (Millar et al., 1995a). Their roles in the oscillator
will begin to emerge once they are cloned.

The Arabidopsis tej mutant exhibits longer circadian
period length in a light-independent manner. We took a
position-based cloning approach and complementation
test to clone the TEJ gene. The TEJ gene codes for
a poly-(ADP-ribose) glycohydrolase (PARG). PARG is
involved in regulation of the poly(ADP-ribosyl)ation state
of proteins, which may alter activities of transcription
factors. TEJ defines a key role of poly{ADP-ribosyl)ation
In setting the pace of the Arabidopsis circadian oscll-
lator.

Resulis

Mutation at the TEJ Locus Affects a Wide

Range of Clock Outputs

A cycling bioluminescence reporter phenotype was
used to discover circadian period-altering mutants in
Arabidopsis thaliana. Seeds transgenic for the morning-
phased circadian-controlled cab2 promoter fused to the
firefly luciferase (luc) gene were mutagenized with EMS,
and the M2 seedlings were screened for altered free-
running period length of cycling bioluminescence under
constant white light (Millar et al., 1995a). tef was origi-
nally isolated as a recessive, long-period mutant with a
period length 2 hr longer than the wild-type (Figures 1A
and 1B). The mutant plants exhibit no apparent growth
phenotype, and they flower and set seed normally (data
not shown). However, the mutant exhibits higher ampli-
tude of cycling bioluminescence compared to wild-type
(“TEJ” in Sanskrit means “bright”).

We assayed other cycling genes to determine whether
they were also affected by this mutation. CCA7 and
CCR2 are two Arabidopsis genes whose steady-state
message levels are under circadian regulation. CCA1 is
a core clock component that binds to a target binding
site or evening element shared by many Arabldopsis
promoters, including Cab2 and CCR2 (Harmer et al.,
2000; Wang et al., 1997). Interestingly, CCA1 behaves
as a positive regulator of Cab2, but a suppressor of
CCR2; transcript levels of CCA1 cycle with a phase

earlier than that of Cab2, whereas the phase of CCR2
is almost opposite to that of Cab2. We assayed the
effect of the tej mutation on cycling bioluminescence
from cca1::luc and ccr2::luc transgenes. For both report-
ers, the mutant exhibited longer period length of biolumi-
nescence rhythms under constant white light (Figures
1C and 1D).

To assess whether the long-period phenotype of the
mutant is also evident in the endogenous message lev-
els of three clock-controlled genes, we performed
Northern blot analyses. In all three cases, the cycling
endogenous message levels exhibited a long-period
phenotype (Figures 1E-1G), consistent with the period
phenotypes observed with Juc reporters. However, the
mutant did not show any significant change in amplitude
of oscillation of cycling endogenous messages. There-
fore, the high-amplitude cycling of bioluminescence
from the luc reporter construct is a reporter-specific
phenotype.

Several plant genes regulating water and solute trans-
port across membranes and genes Involved in cell wall
expansion exhibit a circadian rhythm of message accu-
mulation (Harmer et al., 2000). Their concerted action
may produce rhythmic changes in cell volume, which
may underlie rhythmic movement of plant organs such
as cotyledons and leaves. We examined the free~running
period length of cotyledon and leaf movement rhythm
in Arabidopsis seedlings under constant white light. The
mutant exhibited a free-running period length 2 hrlonger
than wild-type (Figure 2A).

Various genetic and physiological studies have firmly
established a role of the circadian oscillator in the photo-
periodic control of flowering (Samach and Coupland,
2000). Arabidopsis is a facultative long-day plant that
flowers earlier in long days (16 hr light:8 hr dark) than
in short days (8 hr light:16 hr dark). tej plants always
flower earlier compared to wild-type in both long- and
short-day conditions (Figure 2B). Together, this result
with the above-mentioned transcriptional effects on
clock-regulated genes established that the fef mutation
affects several clock outputs.

Period Phenotype in tef Is Independent
of Light Quality and Fluence Rate
In Arabidopsis, red/far-red photoreceptors, phyto-
chromes, and blue light photoreceptors, crypto-
chromes, act as circadian photoreceptors (Devlin and
Kay, 2001). Mutations in the photoreceptors or in any
downstream signaling component can alter the free-
running period length under a specific light quality and/
or fluence rates. Fluence rate response curves (FRC)
constructed under either blue or red light fluences have
been useful in identifying components of circadian light
Input pathways (Somers et al., 1998a). We constructed
FRCs for the wild-type (WT) and tef under different flu-
ence rates of red and blue light. The mutant exhibited
a constltutively lengthened period over a wide range of
fluence rates (Figures 3A and 3B), over a 300-fold
change in red light fluence rates, and over a 50-fold
change in blue light fluence rates. Therefore, tej does
not define a component of either the red or blue light
input pathway to the oscillator.

The mutant may still act in the light input downstream
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67 ABSTRACT

Isolated nucleotide compositions and sequences are pro-
vided for Arabidopsis thaliana genes. The nucleic acid
compositions find use in identifying homologous or related
genes; in producing compositions that modulate the expres-
sion or function of its encoded protein, mapping functional
regions of the protein; and in studying associated physi-
ological pathways. The genetic sequences may also be used
for the genetic manipulation of cells, particularly of plant
cells. The encoded gene products and modified organisms
are useful for screening of biologically active agents, €.g.
fungicides, insecticides, etc.; for elucidating biochemical
pathways; and the like.
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Patente de Invencién

Patente de Modelo de Utilidad ]

Via Nacional D
Via PCT (fase nacional) Cap.| ] Cap. Il
No. Sol. Internacional PCT/EP2004/003995
WO 2004/090140 21/10/2004

Como resultado del examen de fondo, realizado con fundamento en el articulo 45 de
la Decisidén 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le comunica:

1. Documentos estudiados

Descripcion: Folios: 42 a 99 como se radicé inicialmente.
Reivindicaciones: Folios: 100 a 105 como se radic6 inicialmente.
Figuras: Folios: 107 a 141 como se radicé inicialmente.
Prioridad: 09/04/2003 EP 03076044.1
21/08/2003 US 60/496.688

2. Objeto de la invencién

Titulo de la solicitud: “Métodos y medios para incrementar la tolerancia de las
plantas a condiciones de estrés”.

El objeto de la presente solicitud de patente de invencién consiste en obtener un
método para incrementar la tolerancia de las plantas a condiciones adversas
abiéticas, usando la poli (ADP-ribosa).

El problema planteado en esta solicitud es disminuir el dafio generado por el estrés

abiotico, incluido el dafio en I’as céAlul s deDNA expuestas a condiciones adversas.
el PN S

Para solucionar este problema técnico la solicitud en estudio proporciona un método
para reparar el DNA dafado por eventos de estrés, activando la poli ADP-ribosa
polimerasa.

IPC: C12N 15/82.
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3. De la solicitud de Patente (segun el caso)

3.1. Descripcién (articulo 28 D. 486)

En general, el capitulo descriptivo carece de sustento, de la manera como fue
presentado ningln técnico podria evidenciar que la invencion si soluciona el
problema técnico planteado. Los ejemplos, no representan la mejor manera de llevar
a cabo la invencién puesto que ni siquiera muestran resultados de la misma.

e Aunque la solicitud menciona que el propdsito del gen quimérico ParG es
incrementar la tolerancia de las plantas al estrés, ni siquiera los ejemplos
demuestran que el constructo planteado si logra este efecto. El ejemplo 3 no
presenta los resultados mencionados (contenido de NAD, contenido ATP en
plantas de Arabidopsis y papa sometidas a estrés y control), el ejemplo6y 7
tampoco pre?enta resultados sobre el contenido de NAD y ATP en plantas de
arroz y maiz,'ransformadas. Esto deja sin soporte el resultado de la invencion
sobre la tolerancia al estrés en plantas.

e Por otra parte, aunque la solicitud plantea que los constructos sentido y
antisentido de ParG pueden ser usados en diferentes especies de plantas,
diferente de especie de la cual se tomé la secuencia para el constructo, a lo
largo de la descripcion no se evidencia los resultados obtenidos en este
aspecto. Solo el ejemplo 5, tabla 2 muestra resultados de este tipo, pero tales
resultados son positivos y significantes solo para una linea transgénica, lo
cual no permite llegar a una conclusion de la efectividad de la transformacién
sobre la tolerancia al estrés.

De esta manera, la descripcion presentada no cumple con los requisitos establecidos
en el art. 28 de la Decision 486.

3.2, Reivindicaciones (articulo 30 D 486)
El capitulo reivindicatorio presentado carece de concisién y claridad por cuénto:

1) Hay inconsistencia entre el capitulo reivindicatorio y el descriptivo, puesto que
las reivindicaciones estan dirigidas a métodos para producir una tolerancia de
la planta a las condiciones de estrés donde estas plantas pueden ser
cualquier especie del reino vegetal. Sin embargo, tal generalizacién carece de
sustento puesto que en el capitulo descriptivo no hay pruebas ni resultados
que muestren la efectividad del método aplicado en especies heterélogas.

2) Existen varias reivindicaciones independientes del mismo tipo,
especificamente las que tratan del método para producir una tolerancia de la
planta a las condiciones de estrés. Tal como estan presentadas parece que la
solicitud contiene varios objetos de invencién, sin embargo tales métodos
estan definiendo el mismo proceso pero detallando etapas diferéntes del

Q mismo. Se sugiere al solicitante revisar estas reivindicaciones de manera que
q —se-debe una sola que defina completamente el método de interés, inclusive
haciendo mencién de las secuencias que intervienen (Reivindicaciones 1, 8,

16y 17);

3) Los métodos mencionados, no definen las secuencias de los genes o
segmentos de estos a que se refieren. Esta informacién es necesaria para
poder limitar la invencién (reivindicaciones independientes);
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4) Las reivindicaciones usan reiterativamente la expresién “promotor expresible
de la planta”, dicha expresién no es clara ni técnicamente correcta, talvezalo
que hace referencia es a que el promotor puede expresarse en una planta;

5) Las reivindicaciones también utilizan términos ambiguos como “por lo menos
20 nucleétidos”, que no permiten conocer la secuencia exacta a la que se
refieren, en especial cuando no se hace alusién a una secuencia;

6) También incurren en ambigledad, las reivindicaciones que mencionan
“‘incluyen una parte del gen de codificacién parG”, puesto que no permiten
definir la secuencia a la cual se refieren. De acuerdo con la descripcién si hay
segmentos preferidos para tales fragmentos, como son los segmentos
altamente conservados del gen ParG;

De esta manera, el capitulo reivindicatorio presentado no cumple con los requisitos
establecidos en el art. 30 de la Decision 486.

4. Excepcion a la patentabilidad (articulo 20 D486 literal a)-d))

Teniendo en cuenta que las plantas, los animales y los procesos esencialmente
biolégicos para la produccién de plantas o animales que no sean procedimientos no
biolégicos o microbiolégicos, no se consideran patentables, las reivindicaciones 12 a
15, al igual que la materia relacionada con la planta de la reivindicacién 19, no podra
ser patentada.

De esta manera y de acuerdo a lo establecido en el articulo 20 de la Decisién 486 el
contenido de las citadas reivindicaciones debera excluirse.

5. Determinacion del Estado de la Técnica

La fecha que se ha tenido en cuenta para determinar el Estado de la Técnica es:
Fecha de presentacién de la solicitud prioritaria 09/04/2003

Teniendo en cuenta la fecha indicada se realizé la busqueda en el estado de la
técnica de documentos relacionados con la solicitud encontrandose los siguientes
documentos mas relevantes:

o Fecha de
N Documento Titulo publicacién
Panda 8., et.al. “tej Defines a Role for Poly(ADP-
D1 | Developmental Cell, Vol. 3, | Ribosyl)ation in Establishing Period Length Jul, 2002
51-61, July, 2002. of the Arabidopsis Circadian Oscillator’
D2 US 2002/0040490 t,'f;f.’;ﬁ:f‘ed sequences of Arabidopsis Abr, 2002

6. Analisis de patentabilidad (segln requisito) (articulo 14 D486)

6.1. Novedad (articulo 16 D486)

La solicitud en estudio trata de un método para producir una tolerancia de la planta a
las condiciones de estrés, donde estas condiciones son preferentemente la sequiay
las altas temperaturas. La tolerancia se logra a partir de la alteracion de la expresion
del gen ParG, el cual transcribe la proteina poly ADP-ribosa deshidrogenasa. Se
plantean varios métodos con los cuales se puede hacer la alteracién de la expresién
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de ParG a partir de la inhibicion del RNA, usando co-supresion 6 RNA anti sentido, 6
por medio de mutagénesis del gen.

El documento de Panda, et.al. (D1), divulga el rol de de la poly ADP-ribosa en la
alteracién de los periodos de respuesta a la luz, independientemente de la intensidad
y duracién de esta. En este documento se identifica la mutacién TEJ, ubicada en el
gen ParG de Arabidopsis thaliana como el causante de la variacién en la
transcripcion de diversos genes como respuesta al ciclo circadiano de la planta.

La identificacion de la mutacién TEJ, se realiza a partir de mapeo por clonacion,
identificando plenamente el gen ParG que la contiene (pag 52, columna izg; pag 58,
columna izq).

Por tanto, los mutantes de ParG, asi como su método de produccién, afectan la
novedad de las reivindicaciones 17-19 de la solicitud, haciendo que esta incumpla el
articulo 16 de la D486.

6.2. Nivel inventivo (articulo 18 D486)

Tal como se menciond en el numeral anterior, la solicitud presenta dos formas
generales para alterar la expresion del gen ParG y obtener asi la tolerancia
incrementada al estrés de las plantas. Los métodos que se refieren a la utilizacion de
RNA de interferencia, por co-expresion 6 por RNA anti-sentido, son mencionados en
las reivindicaciones 1-16.

El documento D1, habia divulgado la relacion del gen ParG, especificamente de la
Poly ADP-ribosilacién con la alteracién del funcionamiento horario o reloj de
transcripcion de la planta, es decir que de este documento ya se sabia que la
alteracion de ParG producia la alteracion del ciclo circadiano en Arabidopsis thaliana.
Con esta funcién también se divulgaba la relacién de este gen con la estructura y rol
en la tolerancia al estrés. .

La diferencia entre D1 y la solicitud en estudio, es el método con el cual se logra la
alteracién o inhicion del gen ParG en la planta, puesto que en D1 se hace mediante
mutagénesis, mientras que la solicitud ademas plantea hacerlo por métodos de RNa#
de interferencia.

Sin embargo, tales métodos muy conocidos en el campo técnico de la ingenieria
genética, ya habian sido utilizados con el mismo propésito en el documento US
2002/0040490, el cual especificamente divulga la secuencia del ParG de Arabidopsis
thaliana, en la secuencia N° 550 (con 100% identidad con la SEQ N°15 de la
solicitud y 99.9% identidad con la SEQ N° 3 de la solicitud), la cual es inhibida por
RNA anti-sentido, co-supresion, dsRNAi (pag 34, lineas 23-29).

Como se observa, a partir de la informacion divulgada en D1 y D2, un técnico
versado en la materia conocia la funcién y tolerancia al estrés lograda por la
alteriacion del gen ParG, asi como los métodos con los cuales podria lograr tal
inhibicién. Asi podria desarrollar la invencién de la solicitud tal como esta planteada
en la misma.

De esta manera, el desarrollo reclamado se deriva evidentemente del estado de la
técnica y por lo tanto carece de actividad inventiva.



7. Conclusion: /2’1‘9/

Los requisitos de patentabilidad de la presente solicitud se encuentran afectados asi:

N° Documento N° Reivindicaciones afectadas Requisito que afecta
Panda S., et.al.
D1 | Developmental Cell, Vol. 3, 117-1169 Nivr:?ﬁ/deic:iv o
51-61, July, 2002.
D2 US 2002/0040490 1-16 Nivel inventivo

En cumplimiento del articulo 45 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de 60 dias contados
a partir de la fecha de notificacion de la presente comunicacién. En caso de no dar
respuesta al presente requerimiento, o si a pesar de la respuesta subsistieran los
impedimentos para la concesion, se denegara la patente.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispyesto en el numeral 5.2, literal ), del
capitulo quinto del titulp primerg Circular Unica N° 10 de 2001.

PEDES DE VERGEL
Directora de Nueyas Creaciones (C)

El anterior~fequerimiento fue notificado por fijacion en lista, de fecha
+9 MAR. 2010
CONCEPTO TECNICO No. EXAMINADOR TECNICO
752 Cédigo No.202052




