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RESPUESTA AL EXAMEN DE FONDO

Yo, Margarita Castellanos Abondano, identificada como aparece al pie de mi firma,
atentamente me permito presentar respuesta al oficio No. 4096 notificado por fijacién en

lista del 14 de marzo de 2012, estando dentro del término de la prérroga solicitada el 6 de
junio de 2012, en los siguientes términos:

Unidad de invencién

“Esta oficina mantiene la objecidn a la unidad de invencién de la presente solicitud
puesto que los vectores de expresion reclamados en la reivindicacion 1 tendran
tantas versionés como numero de secuencias reclamadas en esta reivindicacion...
Asi, la presente solicitud tiene 42 grupos inventivos casa uno de ellos definido por el

vector con la secuencia nucledtida especifica que contiene”

Ante la objecién del examinador en cuanto al nivel inventivo, manifiesto mi desacuerdo, toda
vez que la presente solicitud cuenta con un unico concepto inventivo, dado que las

reivindicaciones (y secuencias que en ellas se incluyen) comparten un concepto inventivo



unico, ya que se refieren a métodos y composiciones para controlar la infestacién de plagas
de Diabrotica mediante el uso de moléculas de ribonucleétidos que inhiben la expresién de
un gen esencial en un la plaga. Por otro lado, dicho concepto comdn es nuevo e inventivo,
toda vez que no existen en el arte previo ensefianzas con relacién a las secuencias de

cualquier posible gen-blanco de Diabrdtica para el control efectivo de una infeccién por
plaga.

Adicionalmente, se presenta un nuevo pliego reivindicatorio de 11 reivindicaciones, en el
cual se ha limitado el método al gen esencial V-ATPasa, de acuerdo con el sustento

aportado por los ejemplos de la descripcidn.

Nivel inventivo

“la diferencia entre D1 (W001/34815) y la materia reclamada en la solicitud es que
esta ultima reclama secuencias de genes esenciales de insectos coledpteros del
género Diabrdtica sp. Mientras que D1 ejemplifica con genes de diversas especies

de Lepiddpteros y de Dipteros del género Drosophila sp...

El efecto que produce esta diferencia no resulta aparente puesto que el método

divuigado en D1 podia ser empleado para controlar otras plagas de insectos.

...se tiene que la solicitud soluciona el mismo problema abordado por D1 y usa el
mismo meétodo para solucionarlo, esto es, usar vectores recombinantes que
contienen segrhentos de genes esenciales del insecto para generar dsRNA que
inhiba este gen en el insecto al momento que se alimente de plantas que contienen
dicho &cido ribonucléico. D3 (GenBank: U46682) y D4 (GenBank: AF25809) por su
parte, identificaban un gen homdlogo de otro insecto facilitando asi la identificacién

del mismo gen en la especie Diabrética.
Por tanto, la invencion carece de nivel inventivo frente a D1y D3 0 D1 y DA4.

Igualmente, el documento D2 (WOO01/37654) divulgaba métodos para producir

plantas resistentes tanto a nematodos como insectos plaga...

Por tanto, la invencidn carece de nivel inventivo frente a D2 y D3 0 D2 y D4”



En cuanto a las objeciones del examinador sobre el nivel inventivo de la solicitud, pongo de
presente que ninguno de los documentos citados por el examinador D1-D4 hace referencia
a las secuencias de nucledtidos que se encuentran divulgados en la presente solicitud,
siendo que no se habia hasta el momento establecido que alguna secuencia de Diabrotica

pudiera funcionar para-un método de control de infestacién en que se emplee dsARN.

Por otro lado, no se describe en el arte previo la aplicacion adicional de una proteina
insecticida, junto con el método de control con dsARN, lo cual resulta en un efecto sinérgico

del dicho insecticida, tal como se muestra en los ejemplos de la descripcién.

Se hace notar que ninguno de los documentos D1-D4 hacen mencion alguna de secuencias
de Diabrdtica, ain menos secuencias que podrian ser (tiles para el control efectivo de una
infestacion. Dichos documentos se relacionan en cambio con secuencias de M. incognita
(del orden Tylenchida), M. Sexta (de la orden Lepidoptera). Una persona versada en la
materia técnica no podria esperar que fuera posible usar secuencias de las mas variadas

especies de distintos érdenes para el control de la infestacién de plagas de Diabrdtica.

Por otro lado, los métodos reivindicados y las secuencias de acidos nucleicos de la presente
invencion ofrecen resultados sorprendentes e inesperados. Por ejemplo, los ejemplos 1-3 y
5 de la descripcién reportan estudios que muestran que el dsARN que contiene dichas
secuencias de acidos nucleicos efectivamente inhibe el crecimiento e induce la mortalidad
de la plaga al ser probados en un bio-ensayo. La efectividad de aun mas secuencias es

demostrada en los estudios provistos en los ejemplos 5-16.

Adicionalmente, la desAcripcién presenta estudios que muestran que el dsRNA que contiene
secuencias derivadas de SEQ ID NO:4, que también incluye secuencias de SEQ | NO:5, 6y
7 son efectivas para producir inhibicién del crecimiento y mortalidad en larvas del gusano de
raiz de maiz. Estudios similares se presentaron con respecto a numerosas secuencias,
incluyendo las SEQ ID NO:7, 31, 35, 3 y 144 en los ejemplos de la descripcion y en la tabla
1. La descripcion contiene en particular numerosos ejemplos de realizacién que muestran la
habilidad de las secuencias de dsRNA de V-ATPasa en controlar insectos y un efecto

sinérgico con un segundo modo de accidén como se reclama en la reivindicacion 4.

El solicitante considera que el hecho de que D3 y D4 presente la identificacion de genes en

otros insectos, no compensa las ensefianzas faltantes en D1y D2, tal como se ha explicado



a lo largo de este memorial.- Por tanto, el vector reivindicado es inventivo frente al arte

previo.

Dado que la presente solicitud cumple con las disposiciones de los articulos 25 y 18 de la
Decisidn 486, respetuosamente solicito a ese Despacho que se continle el tramite de la

presente solicitud.

Anexos

Nuevo capitulo reivindicatorio de 11 reivindicaciones
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| REIVINDICACIONES ACCION OFICIAL 4096

1. Un vector de ADN recombinante CARACTERIZADO PORQUE, comprende una
secuencia de acidos nucleicos del gen de VAPTasa que comprende una secuencia de
nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 17, SEQ ID N°
18, SEQ ID N° 31, SEQ ID N° 32, SEQ ID N° 35, SEQ ID N° 36, SEQ ID N° 39, SEQ ID N°
40, SEQ ID N° 43, SEQ ID N° 44, SEQ ID N° 47, SEQ ID N° 48, SEQ ID N° 52, SEQ ID N°
53, SEQ ID N° 56, SEQ ID N° 57, SEQ ID N° 60, SEQ ID N° 60, SEQ ID N° 61, SEQ ID N°
64, SEQ ID N° 65, SEQ ID N° 68, SEQ ID N° 69, SEQ ID N° 72, SEQ ID N° 73, SEQ ID N°
76, SEQ ID N° 77, SEQ ID N° 80, SEQ ID N° 81, SEQ ID N° 84, SEQ ID N° 85, SEQ ID N°
88, SEQ ID N° 89, SEQ ID N° 92, SEQ ID N° 93, SEQ ID N° 169 a SEQ ID N° 174, y el
complemento de éstas, preferiblemente dicha secuencia de ADN se selecciona del grupo
que consiste en 19-21 nucledtidos contiguos como los indicados en SEQ ID N° 17 y SEQ ID
Ne 31

donde dicha secuencia de acidos nucleicos esta operativamente unida a un promotor

2. El vector de ADN recombinante de acuerdo con la reivindicacion 1,
CARACTERIZADO PORQUE la secuencia de acidos nucleicos se selecciona del grupo que
consiste en 19-21 nucledtidos contiguos como los detallados en SEQ ID N° 17 y SEQ ID N°
31. '

3. Una secuencia de ribonucledtidos CARACTERIZADA PORQUE es producida a partir
de la expresion de un vector de ADN recombinante de acuerdo con la reivindicacién 1, donde
dicha secuencia de ribonucledtidos, al ser ingerida por un invertebrado plaga Diabrotica spp,
funciona inhibiendo la expresién de una secuencia de nucledtidos sustancialmente

complementaria con la secuencia de ADN de dicho vector.

4, Un método para controlar una infestacién de un cole6ptero plaga Diabrotica spp
CARACTERIZADO PORQUE comprende introducir en la dieta de dicho coledptero plaga la
secuencia de ribonucledtidos de la reivindicacion 3, que al ser ingerido por la plaga, funciona
inhibiendo la expresién de una secuencia blanco en dicha plaga, donde dicha secuencia
blanco, comprende‘un_a secuencia de acidos nucleicos seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 17, SEQ ID N° 18, SEQ ID N° 31, SEQ ID N° 32, SEQ ID N° 35,
SEQ ID N° 36, SEQ ID N° 39, SEQ ID N° 40, SEQ ID N° 43, SEQ ID N° 44, SEQ ID N° 47,
SEQ ID N° 48, SEQ ID N° 52, SEQ ID N° 53, SEQ ID N° 56, SEQ ID N° 57, SEQ ID N° 60,
SEQ ID N° 60, SEQ ID N° 61, SEQ ID N° 64, SEQ ID N° 65, SEQ ID N° 68, SEQ ID N° 69,



SEQ ID N° 72, SEQ ID N° 73, SEQ ID N° 76, SEQ ID N° 77, SEQ ID N° 80, SEQ ID N° 81,
SEQ ID N° 84, SEQ Ib N° 85, SEQ ID N° 88, SEQ ID N° 89, SEQ ID N° 92, SEQ ID N° 93,
SEQ ID N° 169 a SEQ ID N° 174, y el complemento de éstas, preferiblemente dicha
secuencia de ADN se selecciona del grupo que consiste en 19-21 nucleétidos contiguos
como los indicados en SEQ ID N° 17 y SEQ ID N° 31.y ademas comprende proveer en la
dieta de dicha plaga un agente plaguicida seleccionado del grupo que consiste en una
patatina, una proteina insecticida de Bacillus thuringiensis, una proteina insecticida de
Xenorhabdus, una proteina insecticida de Photorhabdus, una proteina insecticida de Bacillus
laterosporous y una proteina insecticida de Bacillus sphearicus, donde preferiblemente dicha
proteina insecticida de Bacillus thuringiensis se selecciona del grupo que consiste en una
Cry1, una Cry3, una TIC851, una CryET70, una Cry22, una proteina insecticida binaria
CryET33 y CryET34, una proteina insecticida binaria CryET80 y CryET76, una proteina
insecticida binaria TIC100 y TIC101, y una proteina insecticida binaria PS149B1.

5. Un método pal;a inhibir la expresion de una secuencia de nucleétidos blanco en un
coledptero plaga Diabrotica spp, CARACTERIZADO PORQUE comprende introducir en la
dieta de dicha plaga de plantas una secuencia de ribonucleétidos de acuerdo con la
reivindicacion 3.

6. Un método para proteger una planta de una infestacién de plaga de coledpteros
Diabrotica spp, CARACTERIZADO PORQUE comprende introducir en la dieta de dicha plaga
una o mas células de dicha planta qué expresan un vector de ADN recombinante de acuerdo

con la reivindicacion 1.

7. El método de la reivindicaciéon 5, CARACTERIZADO PORQUE ademas comprende
proveer en la dieta de dicha plaga un agente plaguicida seleccionado del grupo que consiste
en una patatina, una proteina insecticida de Bacillus thuringiensis, una proteina insecticida
de Xenorhabdus, una proteina insecticida de Photorhabdus, una proteina insecticida de
Bacillus laterosporous y una proteina insecticida de Bacillus sphearicus, donde
preferiblemente dicha proteina insecticida de Bacillus thuringiensis se selecciona del grupo
que consiste en una Cry1, una Cry3, una TIC851, una CryET70, una Cry22, una proteina
insecticida binaria CryET33 y CryET34, una proteina insecticida binaria CryET80 y CryET78,
una proteina insecticida binaria TIC100 y TIC101, y una proteina insecticida binaria
PS149B1. |

8. El método de la reivindicacion 4 o 5, CARACTERIZADO PORQUE



dicho insecto Diabrotica spp., preferiblemente se selecciona del grupo que consiste en
Diabrotica virgifera, Diabrotica barberi y Diabrotica undecimpunctata.

9. El metodo de la reivindicacion 4, CARACTERIZADA PORQUE

dicha dieta se selecciona del grupo que consiste en una dieta artificial, una célula vegetal,
una pluralidad de celulas vegetales, un tejido vegetal, una raiz de una planta, una semilla de
una planta y una planta cultivada a partir de una semilla de una planta, donde dicha dieta

comprende una cantidad capaz de inhibir una plaga de dicha molécula de ARN.

10. El metodo de la reivindicacion 4, CARACTERIZADO PORQUE dicha secuencia
genetica en la plaga desempefia una funcién esencial para la supervivencia del insecto,
donde dicha funcién se selecciona del grupo que consiste en la reduccién de la alimentacién
de la plaga, la reduccion de la viabilidad de la plaga, la apoptosis celular en la plaga, la
inhibicion de la diferenciacion y el desarrollo de la plaga o de cualquier célula de la plaga, la
ausencia o la reduccién de la capacidad o el deseo de reproduccién sexual de la plaga, la
formacion de miusculo, la activacion. muscular, la contraccién muscular, la formacién de
hormona juvenil, la regulacién de hormona juvenil, la regulacién y el transporte de iones, el
mantenimiento del potencial de la membrana celular, la biosintesis de aminoécidos, la
degradacion de aminodcidos, la formacion de esperma, la sintesis de feromonas, la
percepcion de feromonas, la formacién de las antenas, la formacién de las alas, la formacién
de las patas, la formacién de huevos, la maduracion de las larvas, la formacién de enzimas
digestivas, la sintesis de hemolinfa, el mantenimiento de la hemolinfa, la neurotransmisién, la
transicion del estado larval, la formacion de pupas, la emergencia de la forma de pupa, la
division celular, el metabolismo energético, la respiracién, y cualquier componente de la
estructura del citoesqueleto de una célula eucariota.

11. El'método de la reivindicacion 4 6 5, CARACTERIZADO PORQUE

(i) dicho coledptero plaga se selecciona del grupo que consiste en una oruga de las raices’
plaga seleccionada del grupo que consiste en Diabrotica virgifera virgifera (oruga de la raiz
de maiz occidental, WCR), Diabrotica barberi (oruga de la raiz de maiz del norte, NCR),
Diabrotica virgifera zeae (oruga de la raiz de maiz mejicana, MCR), Diabrotica balteata
(oruga de la raiz de maiz brasilera (BZR), Diabrotica viridula (oruga de la raiz de maiz
brasilera (BZR), Diabrotica speciosi (oruga de la raiz de maiz brasilera (BZR)), y Diabrotica
undecimpunctata howardii (oruga de la raiz de maiz del sur, SCR); o

(ii) dicha secuencia de acidos nucleicos se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID N°
4, SEQ ID N° 17, SEQ ID N° 18, SEQ 1D N° 31, SEQ ID N° 32, SEQ ID N° 35, SEQ ID N° 36,
SEQ ID N° 39, SEQ ID N° 40, SEQ ID N° 43, SEQ ID N° 44, SEQ ID N° 47, SEQ ID N° 48,



SEQ ID N° 52, SEQ ID N° 53, SEQ ID N° 56, SEQ ID N° 57, SEQ ID N° 60SEQ ID N° 60,
SEQ ID N° 61, SEQ ID N° 64, SEQ ID N° 65, SEQ ID N° 68, SEQ ID N° 69, SEQ ID N° 72,
SEQ ID N° 73, SEQ ID N° 76, SEQ ID N° 77, SEQ ID N° 80, SEQ ID N° 81, SEQ ID N° 84,
SEQ ID N° 85, SEQ ID NO 88, SEQ ID-N° 89, SEQ ID N°92, SEQ ID N° 93, SEQ ID N° 169 a
SEQ ID N° 174, y el complemento de éstas.



