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Act. 320 CTOINFORMACION Folios: 120

Senores

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES

E. S. D.

Ref.: Expediente No. 13 116147

Solicitud de registro de patente de Invencion PROCESO PARA EL
DESARROLLO DE LA PLANTA DE PINA LLAMADA “ROSE”
Solicitante: DEL MONTE FRESH PRODUCE COMPANY

Ana Maria Ruiz Rueda, identificada como aparece al pie de mi firma y obrando en mi
condicion de apoderada de la sociedad DEL MONTE FRESH PRODUCE COMPANY, me
permito adjuntar:

1. Copia auténtica del Poder a mi conferido, debidamente traducido, donde se me
habilita para actuar en nhombre y representacion del solicitante. Nos permitimos
solicitar a este despacho se sirva tener en cuenta que por un error involuntario se
menciono en la solicitud inicial el nombre de la compafiia solicitante como DEL
MONTE FRESH PRODUCE cuando en realidad es DEL MONTE FRESH PRODUCE
COMPANY.

2. Documento donde consta la cesion del derecho al registro de la patente de
invencion al solicitante firmado por los sefiores Ebrahim Firoozabady; Thomas
Young debidamente traducido.

3. Copia auténtica del documento de prioridad correspondiente a la patente de los
Estados Unidos No. 13/507,101 de fecha 4 de Junio de 2013.

En virtud de lo anterior, solicito a ese Despacho proceder a ordenar la publicacién de la
patente en referencia.

Atentamente,

G aonV I~ <
Ar@llfan’a Ruiz Rueda YN
C.C. 39.790.288 de Bogota

T.P. 84.909 C.S.J.
AMR/amg
F. P-713



Este;"documento publico
..-ha SIdo firmado por  Elizabeth N. Mills

CERTIFICA
| . Tallahassee, Florida
el Veintidés de julio, 2013 |
por Sécfetano de Estado, Estado de :
“No: +2013-91418 "

--{:.Senoftlmbre

(Aparece f[rma) e 3
| Secretarlo de Estado

Aparece Poder en Espafiol de DEL MONTE FRESH PRODUCE COMPANY, del
dia 16 de julio, 2013
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Poder

K

Fn la ciudad de Miami, Estado de Florida, Estados Unidos de América, a los
dieciséis (16) dias del mes de Julio, del afio dos mil trece (2013), yo Bruce A.
Jordan en mi calidad de Vice Presidente, Abogado General y Secretario de la
compafifa DEL. MONTE FRESH PRODUCE COMPANY, sociedad legalmente
constituida bajo las leyes del Estado de Delaware, Estados Unidos de América, y
domiciliada en doscientos cuarenta y uno, Avenida Sevilla, Coral Gables, Florida,
Estados Unidos de América, en el carécte; indicado,

Otorgo poder especial pero amplio y suficiente a los doctores Dario Cardenas
Navas y/o Luz Helena Adarve Gémez y/o Juanita Acosta-Gomez y/o Ana Maria
Ruiz-Rueda, abogados titulados de la firma CARDENAS & CARDENAS ABOGADOS
PROPIEDAD INTELECTUAL LTDA., con domicilio en la Carrera 7a. No. 71-52, Torre B,
Piso 9, de Bogota, D.C., Colombia, para tramitar conjunta o separadamente ante las
oficinas y autoridades nacionales de Colombia que correspondan la obtencion de
registros sanitarios, el registro de marcas, patentes, modelos de utilidad, disefios y
dibujos industriales, depésitos de nombres comerciales y ensefias, asf como la
tramitacién de renovaciones, cesiones, cambios de nombre o domicilio del titular,
renuncias y licencias de los mismos, cancelaciones de marcas, a cuyo efecto les
faculta para dar ante dichas autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado, elevar solicitudes, declaraciones, reclamos, formular descripciones,
enmiendas, oposiciones, observaciones y apelaciones, abonar todos los impuestos
y cuotas y efectuar todos los demés pagos determinados por la ley; recibir todos
los documentos y valores dando el descargo respectivo; llenar cualesquier otros
requisitos y tomar todas las medidas que creyeren conducentes al resguardo de
todos los derechos de propiedad industrial e intelectual de la compafifa en caso de
producirse infracciones, pirateria, oposiciones, juicio de cancelacion, nulidad, etc.,
pasando los antecedentes a los tribunales; quedan facultados para tomar
intervencion como demandantes o como demandados ante los jueces que sean
competentes, pudiendo transigir, someter a é4rbitros, desistir, percibir, apelar y
todas las demas facultades legales que resulten necesarias, y por el presente
declara desde ahora valido y bueno cuanto dichos apoderados hicieren en su
beneficio, dandoles asimismo facultad para renunciar y sustituir el presente y en
caso necesario revocar dichas sustituciones.

Que el objeto para el cual este poder se confiere esté incluido en aquellos que
constituyen el objeto social de la mencionada compafiia.

DM Public/Corp/201 3/POA/DMEPCH-201364-Colombia



>

Que para los efectos de los artfculos 597 y 543 del Cédigo de Comercio
Colombiano los apoderados quedan facultados para recibir notificaciones y
nombrar apoderados judiciales y extrajudiciales.

i

DEL MONTE FRESH PRODUCE COMPANY

Nombre: Bruce A. Jord
Cargo: Vice Presidente, Abogado General'y Secretario
Fecha: 16 de julio 2013

ESTADO DE FLORIDA )
) ss:
CONDADO DE MIAMI-DADE )

El instrumento precedente fue reconocido este _/i dia de julio de 2013 por Bruce A.
Jordan, Vice Presidente, Abogado General y Secretario de Del Monte Fresh Produce Company (la
“Compafiia”) a quien conozco personalmente y quien firmo dicho documento a nombre de la
Compaiiia. :

STATE OF FLORIDA )
. ) ss:
COUNTY OF MIAMI-DADE )

The foregoing instrument was acknowledged before me this @day of July 2013 by Bruce A.
Jordan, Vice President, General Counsel and Secretary of Del Monte Fresh Produce Company (the
“Company”) who is personally known to me and who signed the foregoing instrument on behalf of
the Company.
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CESION DE PATENTE

ASSIGNMENT AGREEMENT

Les suscritos EBRAHIM FIROOZABADY, de nacionalidad
estadounidense; con pasaporte de su pais ndmero
218157773 y THOMAS R YOUNG, de nacionalidad
estadounidense, con pasaporte de su pais ndmero
488752588 en adelante “LOS CEDENTES”, -por este acto
ceden irrevocablemente [a invencién que se dird a favor
de la empresa DEL MONTE FRESH PRODUCE COMPANY,
domiciliada en el 241 Avenida Sevilla, Coral Gables,
Florida, Estados Unidos de América, en adelante “LA
CESIONARIA”. La presente CESION DE PATENTE se regiré

bajo la legislacién vigente y las siguientes clausulas:

PRIMERO. Objeto. “LOS CEDENTES” han inventado cierto
objeto nuevo y Gtil (“La Invencion”) y tiene una patente
en proceso de registro relacionada con dicho objeto, (“La
Patente”); y ante interés demostrado de “LA CESIONARIAY
desea ceder enteramente los derechos, titulo e interés de
la Invencién y Ia Patente a favor de “LA CESIONARIA”. La
patente y la invencion vinculada se denomina asi:

PROCESQ PARA EL DESARROLLO DE LA PLANTA DE PIA
LLAMADA ROSE,

SEGUNDO. Cesién. Por la presente, LOS CEDENTES ceden
irrevocablemente a la Cesionaria todos os derechos,
titulo e interés que ostente sobre la patente, el derecho
de patente, todos los derechos para preparar trabajos
derivados, el fondo de comercio y demds derechos que
pertenezcan o estén vinculados a La Patente y ta

Invencién.

TERCERO. Declaraciones y Garantias de LOS CEDENTES
para con la Cesionaria.
a) LOS CEDENTES tienen derecho, poder y

autoridad para celebrar este Acuerdo.

The undersigned EBRAHIM FORROZABADY, 2 US citizen,
bearer of the passport number 218157773, and THOMAS
R YOUNG, a US citizen, bearer of the passport number |
488752588, hereinafter the “ASSIGNORS”, hereby
irrevocably assigns all of his rights and obligations in
regards to the invention to DEL MONTE ERESH PRODUCE
COMPANY, domiciled at 241 Sevilla Avenug, Corat Gables,
Florida, United States of America, hereinafter
“ASSIGNEE”. The following ASSIGNMENT AGREEMENT will

act in accordance with the established by law, and the

following clauses:

FIRST. Object. The “Assignors” have invented a new and
useful invention (“The Invention”) and has = patent in the
process of being registered, regarding such invention
{“The Patent”); and as a result of the “Assignee’s”
interest, the “Assignors” wishes to assign the rights, title
and interest of the Invention and the Patent on behalf of
the “ASSIGNEE”. The patent and the invention’s name is
the following PINEAPPLE PLANT NAMED ROSE

SECOND. Assignment, The Assignors irrevocably assigns
all the right, title and interest he has over the patent, the
right to the patent, all the rights to prepare derivative
works, and any other rights that belong or are linked to

the Patent and the Invention.

THIRD. Representations and Warranties.
a)  The Assignors have the fult power and authority
to make this agreement.
b) The Assignors are the exclusive owners of all
right, title and interest, including  all

intellectually property rights derived from the
Patent and Invention.




b} LOS CEDENTES son los duefios exclusivos de
todo derecho, titulo e interés, inciuso todos los
derechos de propiedad intelectual, de la
Invencidn y la Patente.

¢} Lla Invencidn y Patente estin libres de todo
derecho de retencién, prenda, gravamen o
licencia, o

d) talnvencidny Patente no violan los derechos de
persona o entidad alguna.

e} No existen demandas pendientes, ni existirdn,
con respecto a los derechos de LOS CEDENTES
sobre la Invencién y Ia Patente.

f)  Este Acuerdo es valido, vinculante y vigente de
acuerdo con sus términos. .

g) LOS CEDENTES no quedan sujeto a ningtin otro
acuerdo, juicio u orden contraria a los términos
de este Acuerdo,

h) La Cesionaria puede registrar, ceder, licenciar,
vender, explotar, reproducir, mejorar y de
cualqufer forma disponer de la propiedad
intelectual de la invencién y de la patente en
nombre propic o autorizando a terceros, sin

ninguna restriccion.

CUARTO. Acuerdo. Esta Cesi6n constituye el acuerdo y el
pleno entendimiento de LOS CEDENTES con respecto del
objeto en cuestidn y garantiza a la Cesionaria pleno uso

exclusivo de la patente en los términos aqui descritos.

QUINTO. Alcances de la cesion. Esta cesién es total,
irrevocable, irrenunciable e imprescriptible. La presente
cesidn de invencibn y patente es eficaz bara todos los
demds paises donde la Cesionaria pretenda registrar y
explotar la patente.

SEXTO: Actos Necesarios. LOS CEDENTES acuerdan
realizar todos los actos, celebrar y entregar todos los
documentos que sean razonablemente necesarios para el

cumplimiento de las disposiciones del presente Acuerdo.

¢} The Invention and Patent are free of lien,
pledge, encumbrance, and license

d) The invention and the Patent do not infringe on
the legal rights of any person or entity

e) There are no pending law suits, nor will there
ever be, regarding the Assignor’s rights over the
Invention and the Patent.

f)  This Agreement is valid and binding according to
its terms and conditions,

8) The Assignors are not subject to any other
agreement, trial, or order opposed to the terms
in this Agreement.

h) The Assignors can register, grant, license, sell,
exploit, reproduce, improve and in any form
dispose of Intellectual property of the invention
and the patent on his behalf or by authorizing a
third party, without any restriction.

FOURTH. Agreement. This Agreament constitutes the full
understanding of the Assignors with regards to the object
in question, and guarantees the Assignee the exclusive

right of use of the patent, in the terms mentioned hereto.

FIFTH. Scope of the Agreement. This Assignment is total,
irrevocable and inafienable. This Assignment Agreement is
valid in all the countries where the Assignee will register

and exploit the patent.

SIXTH. Necessary Acts. The Assignors agree to fulfill any
act, celebrate, and deliver all the documents that are
reasonably necessary to comply with the terms and

conditions established hereto.

SEVENTH. Jurisdiction and Territoriality. The Assignors
understand he is submitted to all of the legaf systems of
all countries were the assignee wants to protect the
patent, its Legal and Administrative courts and other
stipulations  regarding  patents,

specifically  this

Agreement, and alf of the situations stipulated hereto will




|

SEPTIMO. Jurisdiccion y Territorialidad. LOS CEDENTES
entienden que quedan sometidos al ordenamiento
juridico de todos los paises donde la cesionaria deseen
proteger la patente, a sus tribunales. judiciales vy
administrativos y a las estipulacicnes que en materia de
patentes se dispongan en e| derecho de propiedad
intelectual y especificamente en este Acuerdo y todas las
acciones del mismo se regirdn e interpretaran conforme a

la Ley de Patentes de cada pals.

Lefdo lo escrito LOS CEDENTES, lo aceptan y declaran que
entienden las consecuencios legales de cada una de las
estipulaciones, por lo que Ebrahim Firoozabady firma en
Richmond, California, Estados Unidos de América, @ las
9:00 horas del 29 de julio del2013, y el Thomas R Young
firma en Miami, Florida, Estados Unidos de Amférica, a las

20:00 horas del 29 de julio 2013.

=

EBRAHIM FIROOZABADY &

/LRV@

THOMAS YOUNG

be regulated and interpreted according to the Invention
Patents, Drawings and Industrial Models and Utility
Models Bill, N* 6867, and its Regulation.

The Assignors declares they have red, understood and
accepted the legal consequences of the above mentioned
terms and conditions, and Ebrahim Firoozabady signs in
Richmond, California, United States of Amerlca, at 9:00
hours on this 20™ day of July, 2013, and Thomas R Young
signs in Miami, Florida, United States of America at 10:00
hours on this 29" day of July, 2013,

905/%;%

EBRAHIM FlROOZABA
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UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE
United States Patent and Trademark Office

July 18, 2013

THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED HERETO IS A TRUE COPY FROM
THE RECORDS OF THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK
OFFICE OF THOSE PAPERS OF THE BELOW IDENTIFIED PATENT
APPLICATION THAT MET THE REQUIREMENTS TO BE GRANTED A
FILING DATE UNDER 35 USC 111.

APPLICATION NUMBER: 13/507,101
FILING DATE: June 04, 2012

THE COUNTRY CODE AND NUMBER OF YOUR PRIORITY
APPLICATION, TO BE USED FOR FILING ABROAD UNDER THE PARIS
CONVENTION, IS US13/507,101

By Authority of the

Under Secretary of Commerce for Intellectual Property
and Director of the United States Patent and Trademark Office

— Hanonace

T. LAWRENCE
Certifying Officer
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PTO/SB/19 (08-08)
Approved for use through 01/31/2014. OMB 0651-0032
U.S. Patent and Trademark Office; U.S. DEPARTMENT OF COMMERCE

red to respond to a collection of information unless it displays a valid OMB control number.
|
Attorney Docket No. T2 Menka pw W &3:9—\
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PATENT APPLICATION First Nemed Tnventor |2 1 " o0z 0l edisy
o TRANSMITTAL Tite Poocose Plewdk reged Pocd
\(dnly for new nonprovisional applications filed under 37 CFR 1.53(b)) Express Mail Label No. E ! Ss_“‘ Z & !3 8 2 g'ﬁ % BTQ /
Commissioner for Patents '
ADDRESS TO: P.O. Box 1450 13/507101
Alexandria, VA 22313-1450 06/04/2012
APPLICATION ELEMENTS
See MPEP chapters 600 & 1600 concerning plant patent application contents.

ACCOMPANYING APPLICATION PARTS
1. m Fee Transmittal Form (e.g., PTO/SB/17)

7. EAssignment Papers (cover sheet & document(s))

2. [ Applicant claims small entity status. See 37 CFR 1.27. 8.[_Ja7 cFR 3.73(b) Statement

3. E Specification

Power of
/ o .

[Total Pages l 3 ] {when there is an assignee) Attorney
(preferred arrangement set forth below) . . . "

- Descriptive title of the invention 9. D English Translation Document (i applicable)

- Cross References to Related Applications . .

- Statement Regarding Fed sponsored R & D 10D Information Disclosure Statement (IDS)

- Latin name of genus and species /SB/08 or PTO-1449

- Variety denomination Copies of foreign patent documents, NPL &
- Background of the Invention
- Brief Description of the Drawings

Pending U.S. patent applications
- Detailed Botanical Description

1 D Preliminary Amendment
- A single claim
- Abstract of the Disclosure 12.D Retumn Receipt Postcard (MPEP 503)
\'3 (Should be specifically itemized)
4 D Color drawing(s) {Total Sheets 1
(2 copies required - 37 CFR 1.165(b)) 13.D Certified Copy of Priority Document(s)
(if foreign prionity is claimed)
5. Oath or Declaration {Total Pages |
¢ a Newly executed (original or copy) 14. Request Nonpublication under 35 U.S.C. 122(b)(2)(B)())
Applicant must attach form PTO/SB/35 or equivalent.
b. [] A copy from a prior application (37 CFR 1.63(d))
« for continuation/divisional with Box 16 completed) 15. D Other:
4 i DELETION OF INVENTOR(S

Signed statement attached defeting
inventor(s) named in the prior application,

see 37 CFR 1.63(d)(2) and 1.33(b). Note: Please state the Latin name and variety denomination of the plant
6. E Application Data Sheet. See 37 CFR 1.76.

16. If

claimed in a separate section of the specification.
a CONTINUING APPLICATION, check appropriate box, and s
title, or in an Application Data Sheet under 37 CFR 1.76.

upply the requisite information below and in the first sentence of the specification following the

D Continuation D Divisional D Continuation-in-part (CIP) of prior application No.:
Prior application information; Examiner

Art Unit
17. CORRESPONDENCE ADDRESS
mhe address associated with Customer Number: 1::"'} q Z- OR | IConespondenoe address below
Name
Address
City State Zip Code
Country Telephone Email
s 73 ]
Signature & Date O"l oYy I 2012
| Name (PrintTyped) < oS oL | Registration No. [4+S, £ 32}
This collection of information is required by 37 CFR 1.53(b). The information is

required to obtain or retain a benefit by the public which is to file (and by the
USPTO to process) an application. Confidentiality is govemed by 35 U.S.C. 122 and 37 CFR 1.11 and 1.14. This collection is estimated to take 12 minutes to
complete, including gathering, preparing, and submitting the completed application form to the USPTO. Tim
comments on the amount of time you require to complete this form and/or sug

e will vary depending upon the individual case. Any
gestions for reducing this burden, should be sent to the Chief Information Officer,

U.S. Patent and Trademark Office, U.S. Department of Commerce, P.O. Box

FORMS TO THIS ADDRESS. SEND TO: Commissioner for Patents, P.O. Box

1450, Alexandria, VA 22313-1450. DO NOT SEND FEES OR COMPLETED
1450, Alexandria, VA 22313-1450.

If you need assistance in completing the form, call 1-800-PT0O-9199 and select option 2.

Copy provided by USPTO from the IFW Image Database on 07/16/2013



PTO/SB/17 (03-12)

Approved for use through 01/31/2014. OMB 0651-0032

U.S. Patent and Trademark Office; U.S. DEPARTMENT OF COMMERCE
Under the Paperwork Reduction Act of 1995 no persons are required to respond to a collection of information unless it displays a valid OMB control number

Complete if known

Application Number
FEE TRANSMITTAL [
First Named Inventor g bradiin - 0o
Examiner Name
Applicant claims small entity status. See 37 CFR 1.27 Art Unit
TOTAL AMOUNT OF PAYMENT %) [4 i { . 00 Practitioner Docket No.
METHOD OF PAYMENT (check all that apply)

E Check EI Credit Card D Money Order D None D Other (please identify):

D Deposit Account Deposit Account Number: Deposit Account Name:
For the above-identified deposit account, the Director is hereby authorized to (check all that apply):
D Charge fee(s) indicated below D Charge fee(s) indicated below, except for the filing fee

D Charge any additional fee(s) or underpayment of fee(s) D Credit any overpayment of fee(s)
under 37 CFR 1.16 and 1.17
WARNING: Information on this form may become public. Credit card information should not be included on this form. Provide credit card
information and authorization on PTQO-2038.

FEE CALCULATION
1. BASIC FILING, SEARCH, AND EXAMINATION FEES
FILING FEES SEARCH FEES EXAMINATION FEES

Application Type Fee ($)  Small Entity Fee (S} Fee ($) Small Entity Fee {$) Fee ($) Small Entity Fee ($) Fees Paid ($]
Utility 380 190 620 310 250 125
Design 250 125 120 60 160 80
Plant 250 125 380 190 200 100 I_.H S
Reissue 380 190 620 310 750 375
Provisional 250 125 0 0 0 0
2. EXCESS CLAIM FEES
Fee Description Fee (S) Srnall Entity Fee ($)
Each claim over 20 (including Reissues) 60 30
Each independent claim over 3 (including Reissues) 250 125
Multiple dependent claims 450 225
Yotai Claims Extra Claims Fee (S} Fee Paid ($)

-20 or HP = X = Muttiple Dependent Claims
HP = highest number of total claims paid for, if greater than 20. Fee (S} Fee Paid ($)
Indep. Claims Extra Claims fFee {$) Fee Paid {$}

-30rHP= x =

HP = highest number of independent claims paid for, if greater than 3,
3. APPLICATION SIZE FEE

If the specification and drawings exceed 100 sheets of paper {excluding efectronically filed sequence or computer listings under 37 CFR 1.52(e)),
the application size fee due is $310 [$155 for small entity) for each additional 50 sheets or fraction thereof. See 35 U.S.C. 41(a)(1)(G) and
37 CFR 1.16(s).

Total Sheets Extra Sheets Number of each additional 50 or fraction thereof Fee ($) Fee Paid {$)
-100= /50= {round up to a whole number) X =
4. OTHER FEE(S) Eees Paid ($)

Non-English specification, $130 fee (no small entity discount)
Non-electronic filing fee under 37 CFR 1.16(t) for a utility application, $400 fee ($200 small entity)
Other (e.g., late filing surcharge):

SUBMITTED BY
Signature @M ?:tgt:::rrli’et\;‘/,:gr::.t) s, §3% Telephone 7. Lb3 3?.}(
kName(Print/Tvpe) v Tq H;\\ 'DmeS Date bb/O'-\" / To\l )

This collection of information is required by 37 CFR 1.136. The information is required to obtain or retain a benefit by the public which is to file {and by the USPTO to
process) an application. Confidentiafity is governed by 35 U.S.C. 122 and 37 CFR 1.14. This colfection is estimated to take 30 minutes to complete, including
gathering, preparing, and submitting the completed application form to the USPTO. Time will vary depending upon the individual case. Any comments on the
amount of time you require to complete this form and/or suggestions for reducing this burden, shou!d be sent to the Chief Information Officer, U.S. Patent and
Trademark Office, U.S. Department of Commerce, P.0. Box 1450, Alexandria, VA 22313-1450. DO NOT SEND FEES OR COMPLETED FORMS TO THIS ADDRESS. SEND
TO: Commissioner for Patents, P.0. Box 1450, Alexandria, VA 22313-1450.

If you need assistance in completing the form, call 1-800-PT0O-9199 and select option 2.

/}

Copy provided by USPTO from the IFW Image Database on 07/16/2013



Title: Pineapple plant named ‘Rosé’ (EF2-114)

Description:
Species name: Ananas comosus.

Variety denomination: ‘Rosé’, with breeder name EF2-114.

BACKGROUND OF THE INVENTION

A new variety of pineapple (4nanas comosus), family Bromeliaceae, has been
developed using genetic engineering techniques and named ‘Rosé’. This process
took 6 years; started in August 2005, using crown materials from variety MD2
(also known as Del Monte Gold pineapple), imported from Hawaii, to produce in
vitro shoot cultures, introduce genes and DNA elements into leaf base sections,
regenerate complete plants, perform field trials and select plants with internal pink-
or red-colored fruits. The selected plants were asexually propagated in the field and
via meristem culture to confirm the colored traits and other traits related to fruit
and agronomic performance.

The plant is very similar to parental line, MD2, for plant and fruit characteristics
and fruit internal quality. However, the internal flesh color in Rosé is pink or red,

due to accumulation of lycopene in the edible part of fruit, the shell morphology is

lZ

Copy provided by USPTO from the IFW Image Database on 07/16/2013
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referred as “Tiger” and it might be tolerant to natural occurrence of flowering. This
new variety is best suited for the fresh market and residual fruit may be processed
as juice or frozen product.

The main objective of this invention was to produce a unique and differentiated
variety of pineapple by accumulation of high levels of carotenoids, in particular
lycopene that produces red internal color while retaining most of the characteristics

of the parental line, MD2.

The invention relates to carotenoid biosynthesis in pineapple plants. More
specifically, this novel pineapple was produced by genetically transforming MD2
cells in tissue culture and regenerating complete plants (Scheme 1) with expression
regulators that modulate lycopene biosynthesis in the internal section of the fruit.
In addition plants were transformed with genes involved in ethylene biosynthesis

pathway to control flowering in the plants.

Carotenoids are isoprenoid molecules that are widespread in nature and can occur
as pigments in fruits, flowers, birds, and crustaceans. Animals are unable to
synthesize carotenoids de novo, and rely upon the diet as a source of these
compounds. Carotenoids may contribute fundamentally to human health and in

recent years there has been considerable interest in dietary carotenoids with respect
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to their potential in alleviating age-related diseases in humans. This attention has
been mirrored by significant advances in cloning most of the carotenoid genes and
in the genetic manipulation of crop plants with the intention of increasing levels in

the diet.

In plants, carotenoids are essential components of the photosynthetic apparatus and
are responsible for the red, orange, and yellow color of many flowers and fruit. Our
understanding of carotenoid biosynthesis has advanced dramatically in recent years
(Hirschberg, 2001 ; Fraser and Bramley, 2004). The pathway involves a series of
desaturations, cyclizations, hydroxylations, and epoxidations commencing with the
formulation of phytoene (See Fig. 1). A subsequent series of desaturations is
responsible for lycopene synthesis. After the desaturation reactions, the cyclization
of lycopene is catalyzed by two enzymes, the beta-cyclase and the zeta-cyclase,
leading to the formation of beta-carotene (two beta-rings) and alpha-carotene (one

beta-ring and one zeta-ring) (Cunnigham et al., 1996, 1998).

The genes of interest are derived from edible plant species, pineapple (4nanas
comosus) or tangerine (Citrus reticulata). Specifically, we have over-expressed a
tangerine phytoene synthase gene (Psy) (Ikoma et al, 2001). The gene is under

transcriptional control of the pineapple bromelain inhibitor (BRI) gene. We have
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also suppressed endogenous lycopene B-cyclase (b-Lyc) and/or lycopene e-cyclase
(e-Lyc) gene expression using RNA interference (RNAi) technology in order to
increase accumulation of Ilycopene in edible tissues of pineapple fruit (Young, T.

and Firoozabady, E. 2010, United States Patent 7,663,021). We constructed sense- and
antisense-oriented sequences of the b-Lyc and e-Lyc genes derived from pineapple,
which are separated by an intron of the light-inducible tissue-specific LS1 gene
derived from potato (Solanum tuberosum) to form a hairpin structure. These genes
are under transcriptional control of the Bromelain inhibitor gene promoter, which
drives strong fruit-enhanced expression of the RNAi construct (Wintz, H-C and
Firoozabady, E. 2005).

Flower initiation in pineapple can occur naturally primarily due to cool
temperatures and short days. Natural flowering of pineapple plants is a major
industry problem. To achieve the controlled flowering trait, we have altered
expression of genes involved in ethylene biosynthesis. Ethylene is a plant
hormone that plays an important role in every phase of plant development,
including seed germination, fruit ripening, leaf and flower senescence, and
abscission. In plants, ethylene is synthesized from the amino acid, Methionine (see
Fig. 2). The immediate precursor of ethylene in higher plants is 1-

aminocyclopropane-1 carboxylic acid (ACC) (Adams and Yang, 1979).
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Ethylene is known to inhibit flowering in most plants. In mango and pineapple,
ethylene promotes flowering (Salisbury and Ross, 1992). Ethylene, ethylene
producing compounds and auxins have been used to induce flowering in

commercial pineapple production (Turnbull et al., 1993).

We isolated a meristem-specific ACC synthase (fIACCS) gene from pineapple and
constructed sense- and antisense oriented sequences of the ACC synthase gene,
which are separated by an intron of the light-inducible tissue-specific LS1 gene
derived from potato (Solanum tuberosum) to form a hairpin structure for RNAi
suppression of endogenous ACC synthase. The RNAi construct is under
transcriptional control of the meristem-specific ACC promoter derived from

pineapple.

Transformation method

Pineapple was transformed by Agrobacterium tumefaciens-mediated
transformation of organogenic tissues using a method described by Firoozabady
(US Patent No. 8049067). To achieve both high-carotenoid and controlled
flowering phenotypes, Agrobacterium strains containing either a transformation
plasmid for increased carotenoid biosynthesis or for decreased ethylene

biosynthesis were co-cultivated with recipient pineapple tissues. Putative

(&
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transformed tissues were selected on media containing chlorsulfuron and

subsequently screened for the presence of target genes by PCR.

A. tumefaciens, [Strain GV3101] (Koncz and Schell, 1986), is a disarmed
Agrobacterium strain commonly used for the delivery of T-DNA into plant cells.
Different genes were inserted into T-DNA in a binary vector (see Fig. 3) for
introduction to pineapple. The Psy derived from Citrus reticulata, tangerine
(Ikomaa et al, 2001), encodes an enzyme that coverts geranylgeranyl
pyrophosphate (GGPP) to cis-phytoene, an intermediate in lycopene and beta-
carotene biosynthesis.

The lycopene beta-cyclase gene (b-Lyc) derived from Ananas comosus, pineapple,
encodes an enzyme that coverts lycopene to gamma-carotene, a metabolic

precursor of beta-carotene.

The lycopene epsilon-cyclase gene (e-Lyc) derived from Arnanas comosus,
pineapple, encodes an enzyme that coverts lycopene to sigma-carotene, a

metabolic precursor of alpha-carotene.

The modified acetolactate synthase (Chaleff, R. S., and Mauvais, C. J .,1984)

(ALS) gene (surBHRA) derived from Nicotiana tabacum, tobacco, catalyzes the
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biosynthesis of branched chain amino acids even in the presence of
chlorsulfuron (Lee, K. et al., 1988), which allows for the selection of

transformed pineapple cells.

Plasmid pHCW1 used for pineapple transformations was constructed by the
laboratory of Del Monte Fresh Produce Company, Richmond, California. pHCW1
contains a tetracycline resistance gene (tetRA) from plasmid RP1 and the origin of
replication from plasmid pACYC, which allows for selection and maintenance in
Escherichia coli and the pVS1 replicon derived from Pseudomonas aeruginosa,
which ensures replication in Agrobacterium tumefaciens. pHCW1 contains the 25-
base pair sequences that delimit the T-DNA transfer and a 110-base pair synthetic
sequence between the borders that forms multiple cloning restriction sites to allow
integration of different T-DNA cassettes (see Table 1).

The plasmid pCHW 1 was used to create pHCW.T-7 and pHCWfIACC3’-2 binary
vector plasmids. Binary vectors were transferred to disarmed 4. tumefaciens strain
GV3101. The GV3101 with pHCW.T-7 vector was named AG76 and the one
with pHCW{IACC3’-2 was named AG62 (see Fig 4). AG76 and AG62 were mixed
together and used for pineapple transformation. Genetic elements of the vectors are

described in Tables 2 and 3.
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Genetic engineering of the MD2 took place in the Laboratory of Del Monte Fresh
Produce Company in Richmond, California, USA, where transgenic plants were
produced and propagated in tissue culture. Then the propaguls were taken to the
research area of Corporacion de Desarrollo Agricola Del Monte, S.A. (Pindeco),
Buenos Aires-Puntarenas, Costa Rica, for field evaluation, propagation in the field

and in the laboratory for mass propagation of the variety.
SUMMARY OF THE INVENTION

A new variety of pineapple (4nanas comosus), family Bromeliaceae, has been
developed using genetic engineering techniques and named ‘Rosé’ or EF2-114.
Using crown materials from variety MD2 (also known as Del Monte Gold
pineapple) to produce in vitro shoot cultures, introduce genes and DNA elements
into leaf base sections, regenerate complete plants, perform field trials and select
plants with internal pink- or red-colored fruits. The selected plants were asexually
propagated in the field and via meristem culture to confirm the colored traits and
other traits related to fruit and agronomic performénce. The invention relates to

production of a new and distinct variety of the Bromeliaceae, or pineapple family.

The new plant variety EF2-114 is characterized by pink or red flesh color and
“Tiger” shell color, when compared with the parental line, MD2, and it might be

tolerant to natural occurrence of flowering.
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Internal color of fruits can be variable depending on the stage of ripening (Fig. 5).
The tiger trait was defined as the color in shell has in the shoulder of each fruitlet a
combination of colors green, yellow, orange (and red) due to expression of
carotenoid genes in the shell (Figs. 6-8). The plant morphology generally is the

same as MD2, the parental plant (Figs. 9-12).

BOTANICAL DESCRIPTION OF THE PLANT

The description of the new variety is based on observations of well fertilized
specimens which were grown under field conditions, in the Buenos Aires region,
Costa Rica, where temperatures generally range from 14° C. to 37° C., and annual

rainfall averages 3251 mm.

The plants were grown at a research facility in Buenos Aires-Puntarenas, Costa

Rica.

All fruit and plant characteristics including color terminology and color

designations reported herein are in accordance with Brazilian Descriptors for MD2
(Table 4). Essentially, “Rosé” is same as MD2 for all fruit and plant characteristics
with the exception of fruit internal color, Tiger trait and possibly flowering control

trait. See attached Brazilian Descriptors for MD2.
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PLANT IDENTIFICATION:

Name: Ananas comosus.

Parentage: MD2. !

Origin: Genetic engineering of MD2 followed by selection in the field trials
for the traits of interest.

Botanic: Bromeliaceae or pineapple family. Subfamily: Bromelioideae.
Genus: Ananas. Subgenus: comosus. Variety: “Rosé”, breeder’s name EF2-
114.

Commercial: Bromeliad fruit plant.

General:

Fertility.—As any other grown up pineapple, this plant is self-incompatible.
For this reason, seeds are rarely observed. Commercial propagation is via
vegetative propagules (suckers, stem shoots and slips) and fruit crowns.
Vigor.—It is considered that the plant vigor is similar as to mother plants,
MD2.

Yield.— Estimated yield is same as MD2, 120-125 MT/ha in Plant Crop and

95-100 MT/ha in Ratoon Crop.

7\
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* Market.—Fruit will be designated to the international fruit market and
commercialized into the fresh fruit market. Residual fruit may be processed

as juice or frozen product.

What is claimed is:

1. A new and distinct variety of Ananas comosus plant named ‘Rosé’ with

breeder name EF2-114 as shown and described herein.
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Abstract:
A new piﬁeapple variety named ‘Rosé’ is provided. Internal red or pink color with
unique shell morphology and possibility of flowering control trait are traits of the

new variety.

73
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Table l.Genetic Elements of plasmid pHCWI1

Genetic Source and Function

Element |

RB A 25 bp nucleotide sequence that acts as the initial point of DNA transfer into plant cells
which was originally isolated from pTiT37 (Depicker et al., 1982).

pvsl The pVS1 replicon derived from Pseudomonas aeruginosa, which ensures replication in
Agrobacterium tumefaciens (Itoh et al., 1984).

TetRA A tetracycline resistance gene from plasmid RP1, which allows for selection of the binary
plasmid in Agrobacterium tumefaciens and Escherichia coli (Waters et al., 1983).

PACYC The origin of replication from plasmid pACYC, which ensures replication in Escherichia
coli (Chang et al., 1979).

LB A 25-nucleotide sequence that delimits the T-DNA transfer and acts as the endpoint of
DNA transfer into plant cells. It was originally isolated from TiA6 (Barker et al., 1983).

MCs A 110-nucleotide sequence that synthetically was created, which is composing of multiple

cloning restriction sites in order to allow integration of different cassettes into the plasmid.
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Table 2. Genetic Elements of T-DNA in plasmid pHCW.T-7 in AG76

Genetic Size Function (Reference)

Element (Kb)

BRIp2.5 2.5 A promoter derived from the bromelain inhibitor (BRI) gene
from Ananas comosus that drives fruit-enhanced expression
of the target gene(s).

Psy 1.131 A phytoene synthase (Psy) gene from Citrus reticulata,
identical to the gene isolated from mandarin fruit (Ikoma et al.
2001),which encodes an enzyme in carotenoid biosynthesis.

Ubpter 0.94 A terminator derived from the polyadenylation sequence of
the ubiquitin (Ubi) gene from Ananas comosus terminates
transcription of the transgene(s).

BRIp2.5 2.5 A promoter derived from the promoter sequence from the
bromelain inhibitor (BRI) gene from Ananas comosus that
drives fruit-enhanced expression of the RNAi transgene.

eLyc sense 0.504 A fragment of the lycopene &-cyclase gene from Ananas

fragment comosus in sense orientation, which is used in an RNAi
' expression system to down-regulate endogenous lycopene ¢-
cyclase, an enzyme in carotenoid biosynthesis.

ST-LS1 0.193 An intron of the light-inducible tissue-specific ST-LS1 gene
from Solanum tuberosum that functions as a spacer between
sense and antisense gene fragments enhancing vector
stability.

eLyc 0.504 A fragment of the lycopene e-cyclase gene from Ananas

antisense comosus in antisense orientation, which is used in an RNAi

fragment expression system to down-regulate endogenous lycopene &-
cyclase, an enzyme in carotenoid biosynthesis.

Ubpter 0.94 A terminator derived from the polyadenylation sequence of
the ubiquitin (Ubi) gene from Ananas comosus terminates
transcription of the RNAI transgene.

BRIp2.5 2.5 A promoter derived from the promoter sequence from a
bromelain inhibitor (BRI) gene from Ananas comosus that
drives fruit-enhanced expression of the RNAi transgene.

b-Lyc sense | 0.619 A fragment of the lycopene B-cyclase gene from Ananas

fragment comosus in sense orientation, which is used in an RNAi
expression system to down-regulated endogenous lycopene p-
cyclase, an enzyme in carotenoid biosynthesis.
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ST-LS1

0.193

An intron of the light-inducible tissue-specific ST-LS1 gene
from Solanum tuberosum (Eckes et al, 1986) that functions as
a spacer between sense and antisense gene fragments
enhancing vector stability.

b-Lyc
antisense
fragment

0.619

A fragment of the lycopene B-cyclase gene from Ananas
comosus in antisense orientation, which is used in an RNAi
expression system to down-regulated endogenous lycopene B-
cyclase, an enzyme in carotenoid biosynthesis.

Ubpter

0.94

A terminator derived from the polyadenylation sequence of
the ubiquitin (Ubip) gene from Ananas comosus terminates
transcription of the RNAI transgene.

Selectable Ma

rker

EHS1.7-
Ubpl.5

4.257

A promoter derived from the epoxide hydrolase (EHS) gene
fused to the ubiquitin (Ubip) gene promoter and the native
intron from Ananas comosus that drives constitutive
expression of the selectable marker gene.

EHS1.7

1.7

A promoter derived from the epoxide hydrolase (EHS) gene
from Ananas comosus (Neuteboom et al, 2002) that drives
constitutive expression of the selectable marker gene.

Ubpl.5

1.5+
1.057

A 1.5 kb tetrameric ubiquitin gene promoter from pineapple
(Ananas comosus), which drives constitutive expression of
the selectable marker gene. The promoter includes an
endogenous 1057 bp intron sequence.

ALS

1.17

A mutant acetolactate synthase gene from tobacco (Nicotiana
tabacum), which confers resistance to chlorsulfuron and
allows selection of transformed plant cells (Chaleff and
Mauvais, 1984; Lee et al., 1988).

ALS 3’

2.7

An endogenous terminator derived from untranslated
polyadenylation signal of the acetolactate synthase (ALS)
gene from Nicotiana tabacum (Chaleff and Mauvais, 1984;
Lee et al., 1988).
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Table 3. Genetic Elements of T-DNA in plasmid pHCWflACC3’'-2 in
AG62. Elements are the same as above (Table 2) except those
mentioned below.

Genetic
Element

Size
(Kb)

Function (Reference)

f1ACS(+)sense 0.406

A 406 bp 3’'sequence of meristem-specific ACC
synthase gene, isolated from pineapple (A.
comosus, in the sense orientation, which is
used in an RNAi expression system to down-
regulate endogenous ACC synthase, a key
enzyme in ethylene biosynthesis, thereby
producing a plant that displays improved
characteristics such as delayed flowering.

£1ACS(-)
antisense

0.406

A 406 bp 3’'sequence of meristem-specific ACC
synthase gene, isolated from pineapple (A.
comosus), in the antisense orientation.
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Scheme 1: production of EF2-114 pineapples.

Stage Date (time)
Immature MD2 fruits (40 days prior to harvest) 8/10/2005
arrived from Hawaii
Meristems isolated from the crown and cultured | 8/17/2005
Established shoot culture and propagate in vitro | 8/17/2005 to 9/20/2006
Longitudinal sections of shoots were prepared and | 9/20/2006 to 9/29/2009

cultured

Leaf base sections were prepared and mixed with
Agrobacterium strains AG-62 and AG-76 and
cocultivated for three days

9/29/2006 to 10/02/2006

Leaf bases were transferred to recovery media
containing carbenicillin (to kill off
Agrobacterium)

10/2/2006 to 10/27/2006

Leaf bases were transferred to selection media
containing antibiotics (to kill off residual
Agrobacterium) and chlorsulfuron, CS (an
herbicide), to select for transformed plant cells
and produce transformed organogenic materials.
A total of 7 transfers were done with increasing
selection pressure to produce pure transgenic tiny
buds.

10/27/2006, 11/2/2006,
11/14/2006, 12/4/2006,
1/3/2007, 1/29/2007,
2/15/2007

Tiny bud clusters were transferred (two times) to
media containing CS and antibiotics to further
grow and multiply transformed shoots and shoot
buds

3/13/2007, 3/29/2007

Shoots and shoot buds were transferred to media
containing high level of Agar (8 and 10 g/l) to
normalize transformed shoots and shoot buds

4/10/2007

Shoot clusters were transferred to media with CS,
antibiotics, Agar (7-10) and hormones to
normalize and propagate shoots.

5/4/2007 to 12/14/2007

An event referred to as 16.184.1 included 14 lines | 1/21/2008
were subcultured in liquid media for further

owth
9 lines or groups of the 16.184.1 event (consisting | 2/14/2008

of 349 shoots) were shipped to Pindeco for field
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trials. In Pindeco the 9 groups were numbered as
109 — 117 and were grown in the greenhouse for
further growth and filed trials.

2 additional lines or groups of the 16.184.1 event
(consisting of 85 shoots) were shipped to Pindeco
for field trials. In Pindeco the 2 groups were
numbered as 208 and 209 and were grown in the
eenhouse for further growth and filed trials.

8/1/2008

PCR analyses confirmed that the genes are
present in tissue culture-derived event shoot
samples

8/26/2008

2 additional lines or groups of the 16.184.1 event
(consisting of 150 shoots) were shipped to
Pindeco for field trials. In Pindeco the 2 groups
were numbered as 345 and 346, and were grown
in the greenhouse for further growth and filed
trials.

1/26/2009

Plants were grown in the GH for 15-20 weeks
before transferred to soil in the field trials. Fruits
were cut for internal color evaluation. During the
field trials groups 109, 110, 114, 116, 208, and
346 exhibited pink or red internal colors. Internal
quality (Brix, citric acid, ascorbic acid and pH)
were measured on the colored fruits and
propaguls were grown for future generations’
evaluation. Molecular analyses (PCR and
Southern) confirmed the presence of the genes.
Southern further confirmed that all these group
are one transgenic even and collectively are
referred as EF2-114

2009-2012
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Table 4. MINIMUM DESCRIPTORS FOR PINEAPPLE (Arnanas comosus
(L.) Merrill)

Proposed name for the plant variety MD-2
|
(+) See item “VI, OBSERVATIONS AND FIGURES”.

Code for
. . Description of the characteristic each
Characteristic .
i description
MD-2
1. Plant: attitude semi-erect
6] intermediary
open 7
2. Plant: number of active low
leaves medium S
(+) high
3. Leaf: length short
*) medium S
long
4. Leaf: width narrow
*) medium 5
broad
5. Leaf predominant color on light green
upper face dark green 2
purple-green
green-purple
purple
vred
6. Leaf: anthocyanin coloration absent 1
present
7. Leaf: variegation absent 1
present
8. Leaf: spines absent
#) inconspicuos 2
conspicuos
9. Leaf: distribution of spines at at base only
margin at apex only 2
) at base and apex
regular
irregular
10. Inflorescense: number of low
flowers medium 5
(#) high
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11. Flower: predominant whitish
coloration of sepal greenish
purplish 3
12. Flower: petals base free 1
fused
13. Flower: imbricate petals absent
present 2
14. Flower: predominant whitish
coloration of petal tip light purple
medium purple 5
dark purple
15. Flower: ratio of white color  low K]
at petal medium
) high
16. Flower: disposition of anthers separate
grouped 2
17. Flower: number of pollen at  low 3
the anthers medium
high
18. Flower: length of style short
) medium 2
long
19. Suckers: number low
&) medium 5
high
20. Peduncle: length short 3
) medium
long
21. Peduncle: diameter at the small
middle portion medium 5
) large
22. Peduncle: number of (absent or very low)
younglets/bulbs/slips (low)
) (medium) 3
(high)
(very high)
23. Peduncle: number of bracts  low
medium 5
high
24. Peduncle: imbricate bracts absent
present 2
25. Peduncle: trichomes absent
present 2
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26. Fruit: length
(+)

short
medium
long

I

27. Fruit: diameter at base

)

small
medium
large

I

28. Fruit: diameter at the middle
portion

small
medium
large

-2

29. Fruit: diameter of tip
+)

small
medium
large

A

30. Fruit: shape
(+)

conic

conic to cylindric
cylindric

eliptic
global/spheric

(7

31. Fruit: color before
physiologic maturity, with
the fruit completely shaped

silvery green
light green
medium green
dark green
red

I purple

=

32. Fruit: color of skin at the
point to consume

(green)
(green with yellow spots)

(light yellow)
(golden yellow)
(redish orange)

(purple)

&

33. Fruit: color homogeneity of
the skin

absent
present

34. Fruit: number of fruit basal
slips
+)

(absent or very low)
(low)

(medium)

(high)

(very high)

ol L

35. Fruirt: detachable fruitlets

absent
present

ome

36. Fruit: relief of fruitlet

Slat
prominent
very prominent

Jr
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37. Fruit: color of flesh

white to cream
yellow

golden yellow
orange

{78

38. Fruit: firmness of flesh

soft

medium

firm

1~3

39. Fruit: fibrousness in the flesh

low
medium
high

Ih

40. Fruit: succulence

low
medium

high

117

41. Fruit: diameter of central
axis

)

small
medium
large

|3

42. Fruit: concentration of
soluble solids (Brix degrees)
)

low
medium
high

I

43. Fruit: acidity (fixed in
percentage)

1)

low
medium
high

I

44, Fruit: flavor

weak
medium
strong

7]

45. Crown: position

erect
open
decumbent

(7]

46. Crown: length
(+)

short
medium
long

(7]

47. Crown: weight
™)

low
medium
high

-2

48. Crown: tendency to multiple
crowns

(absent or very low)
(low)

(medium)

(high)

(very high)

W

SRR
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COMPLEMENTARY CHARACTERISTIC

49. Resistance to fusarium  (high resistance)
(Fusarium subglutinans) (resistant)
(medium resistance)
(medium susceptibility)
(susceptible)
(high susceptibility)

I

VL
OBSERVATIONS AND FIGURES

Characteristic 1. Plant: attitude

semi-erect intermediary open

Characteristic 2. Plant: number of active leaves

- (low) <40
- (medium) 40 - 60
- (high) > 60

Characteristic 3. Leaf: length

(shorf)< 90 cm
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- (medium) 90-120 cm
- (long) > 120 cm

Characteristic 4. Leaf: width

- (narrow) < 6,0cm
- (medium) -6,0a7,0cm
- (broad) > 7,0cm

%9
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Characteristic 8. Leaf: spines and 9. Leaf: distribution of spines at margin

Inconspicuos” are microscopic spines, which can be detected through the sense of touch. When we touch our hands at
the margins of leaves, we feel that it's like a sandpaper.)Conspicuos” are spines, which are visible with the naked eye.)

absents

at base and apex

irregular

Characteristic 10. Inflorescence: number of flowers
(low) <130
(medium) 130-170
(high) > 170

Characteristic 15. Flower: ratio of the white color in the petal
(low) <30%

(medium) 30-60%
(high) > 60 %

Characteristic 18. Flower: length of style
Short: shorter than the stamens

Medium: with the same length of the stamens
Long: longer than the stamens
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Characteristic 19. Suckers: number

- (low) <1
- (medium) 1-2
- (high) >2

Characteristic 20 . Peduncle: length

- (short) <18cm
- (medium) 18 -28 cm
- (long) >28cm

Characteristic 21. Peduncle: diameter at the middle portion

- (small) <2,5cm
- (medium) 2,5-3,5cm
- (large) >3,5cm

Characteristic 22. Peduncle: number of slips

- (low) <5
-(medium) 5-10
- (high) > 10

Characteristic 26. Fruit: length. Measured from base to top without consider the
crown

- (short) <15cm
-  medium) 15-20cm
- (long) >20cm

Characteristic 27. Fruit: diameter of base

(small) <10cm
(medium) 10-12cm
(large) >12cm
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Characteristic 29. Fruit: diameter of tip
- (smalll <6¢cm
- (medium) 6 - 10 cm
- (large)y >10cm

Characteristic 30. Fruit: shape

conic conic to cylindric  cylindric eliptic global

Characteristic 34. Fruit: number of fruit basal slips

- (low) <1
- (medium) 1-2 "
- (high) = »2

Characteristic 41. Fruit: diameter of central axis

- (smal) <1,5 cm
- (medium) 1,5-2,5cm
(large) >25cm

Characteristic 42. Fruit: concentration of soluble solids (Brix degrees)

(low) <13
(medium) 13-16
(high) > 16

Characteristic 43. Fruit: acidity (fixed in percentage)
(low) <0,5

(medium)  0,5-0,7
(high) >0,7
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Characteristic 46. Crown: length

(shorf) <15cm
(medium) 15-20cm
(long) >20cm

Characteristic 47. Crown: weight

(low) <100g
(medium) 100-130g
(high) >130g

24
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Fig. 1. Enzymes and genes in the carotenoid biosynthesis pathway in plants and algae.
g g
(Adapted from J. Hirschberg et al., Pure & Appl. Chem. 69(10):2151-58). Genes used in

pineapple transformations to create EF2-114 are highlighted.
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Fig. 2 - Ethylene biosynthesis pathway in plants
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Fig. 3. Map of plasmid binary vector, pHCW1, used for genetic engineering
of pineapple.
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Fig. 4. T-DNA in plasmid pHCW1 backbone to create pHCW.T-7 binary vector (in
AG76) and pHCWfIACC3’-2 binary vector (in AG62).
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Fig. 5. Shows the internal color of the fruits being pink to red due to
accumulation of lycopene.

=1

Copy provided by USPTO from the IFW Image Database on 07/16/2013



5L

Copy provided by USPTO from the IFW Image Database on 07/16/2013



Fig. 6. Shows “Tiger” shell color in EF2-114 fruits. The color in shell has in
the shoulder of each fruitlet a combination of colors green, yellow, orange

93
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Fig. 7. A “Tiger” fruit showing shell and internal color at harvest.
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Fig 8. Shows an immature fruit of ‘Rosé’ with Tiger shell morphology (left)
and an immature fruit of MD2 (right) both ~145 days after forcing.
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Fig. 9. Shows overhead view of ‘Rosé’ EF2-114 plant.
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Fig. 10. Shows a ‘Rosé’ EF2-114 plantation.
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Fig 12: shows EF2-114 (left) and MD2 (right) meristem culture-derived
plants. After 15 weeks growth in greenhouse, ~15 cm long plants were
transplanted in pots, and the pictures were taken 11 months later.
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Titulo de la Patente: Planta de pina llamada ‘Rosé’ (EF2-114)

"

Descripcion:
Nombre de la especie: Ananas comosus.

Denominacion de la variedad: ‘Rosé’, con el nombre del fitomejorador EF2-114.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se ha desarrollado una nueva variedad de pifia (Ananas comosus), de la familia
Bromeliaceae, utilizando técnicas de ingenieria genética, llamada ‘Rosé’. El desarrollo de
este proceso tomd 6 afios; comenzd en agosto del 2005, utilizando como material de
partida coronas de la variedad MD2 (también conocida como pifia Del Monte Gold),
importadas desde Hawai, para producir brotes en cultivo in vitro, introducir genes vy
elementos de ADN secciones basales foliares, regenerar plantas completas, realizar
pruebas de campo y seleccionar plantas con frutas de color interno rosa o rojo. Las
plantas seleccionadas se propagaron asexualmente en el campo y a través de cultivo de

meristemos para confirmar los rasgos de colores y otras caracteristicas relacionadas a las

frutas y al rendimiento agrondémico.



-En cuanto a caracteristicas y calidad interna de la fruta, la planta es muy similar a la planta
madre de MD2. Sin embargo, el color de la pulpa interior de la Rosé es de color rosa o
10jo, debido a la acumulacién de licopeno en la parte comestible de la fruta. La morfologia

de la cascara se conoce como "Tigre" y puede ser que sea tolerante a la ocurrencia natural

de la floracion. Esta nueva variedad se ajusta mejor al mercado de fruta fresca y la fruta '

residual se puede procesar como jugo o como producto congelado.

El objetivo principal de la presente invencién era producir una variedad de pifia tnica y
diferenciada mediante la acumulacidn de altos niveles de carotenoides: mientras que la

misma conservara la mayoria de las caracteristicas de la linea materna, MD2.

La invencién esta relacionada a la biosintesis de carotenoides en plantas de pifia. Mas
especificamente, esta pifia novedosa fue producida mediante la transformacion genética de
células MD2 en cultivo de tejidos y mediante la regeneracion de plantas completas
(Esquema 1) con la expresion de reguladores que modulan la biosintesis de licopeno en la
seccion interna de la fruta. Ademads, las plantas fueron transformadas con genes que son

parte de la biosintesis del etileno para el control de la floracion en plantas.

Los carotenoides son moléculas isoprenoides, ampliamente distribuidos en la naturaleza

y pueden ocurrir como pigmentos en frutos, flores, aves y crustaceos. Los animales son
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incapaces de sintetizar carotefk\vbri-é‘les de novo y dependen de la dieta como fuente de
*esto$ compuestos. Los carotenoides pueden contribuir fundamentalmente a la salud
humana y en los ultimos afios se ha dado un interés considerable por los carotenoides en
la dieta, debido a su potencial para aliviar enfermedades en los seres humanos que estan
relacionadas al envejecimiento. Este hecho se ha visto reflejado en los importantes

avances realizados en la clonacidn de la mayoria de los genes de carotenoides y en la

manipulacion genética de muchos cultivos con la intencidon de aumentar sus niveles en la

dieta.

En las plantas, los carotenoides son componentes esenciales del aparato fotosintético y
son responsables del color rojo, naranja y amarillo de muchas flores y frutas. Nuestra
comprension de la biosintesis de carotenoides ha avanzado de manera drastica en los
ultimos afios (Hirschberg, 2001; Fraser and Bramley, 2004). La via utilizada implica una
serie de desaturaciones, ciclaciones, hidroxilaciones y epoxidaciones que comienzan con
la formulacién del fitoeno (Ver Figura 1). Una serie de desaturaciones posteriores es la
responsable de la sintesis de licopeno. Después de las reacciones de desaturacion, la
ciclacién de licopeno se catalirzaﬂ rﬁédiante dos enzimas, la beta-ciclasa y la zeta-ciclasa, lo
que conduce a la formacién de beta-caroteno (dos anillos beta) y alfa caroteno (un anillo

beta y un anillo zeta) (Cunningham et al., 1996, 1998).



Los genes de interés se derivan de especies de plantas comestibles, pifia (Ananas
comusus) o rhandarina (Citrus reticulata). Hemos especificamente sobre-expresado un
gen de fitoeno sintasa de mandarina (Psy) (Ikoma et al, 2001). El gen esta bajo el control
transcripcional del gen inhibidor de la bromelina de la pifia (BR!). También hemos
suprimido la expresidon génica enddgena del licopeno B-ciclasa (Lyc-b) y/o el licopeno e-
ciclasa (Lyc-e) mediante la tecnologia de ARN de interferencia (ARNi) con el fin de
aumentar la acumulacion de Iicépéno en los tejidos comestibles de fruta de la pifia (Young,
T. and Firoozabady, E. 2010, Patente de los Estados Unidos 7, 663, 021). Hemos construido secuencias
de sentido y antisentido de los genes Lyc-b y Lyc-e derivados de la pifia, las cuales son
separadas por un intron del gen fotoinducible y especifico para tejido LS1 derivado de la
papa (Solanum tuberosum) con el fin de formar una estructura de horquilla. Estos genes
se encuentran bajo el control transcripcional del promotor del gen inhibidor de la

bromelina, que impulsa la sobreexpresion en la fruta del constructo de ARNi (Wintz, H-C and

Firoozabady, E. 2005).

La induccio’n' floral puede ocurrir naturalmente, principalmente en presencia de
temperaturas bajas y dias cortos. La floracion natural de las plantas de pifia es un
problema importante en la industria. Para obtener la caracteristica del control de
floracion hemos alterado la expresion de los genes involucrados en la biosintesis de

etileno. El etileno es un regulador de crecimiento que juega un papel importante en todas
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las fases de desarrollo de la planta, incluyendo la germinacion de semillas, la maduracion

“de fruto, la senescencia de hojas y flores y la abscision. En las plantas, el etileno se

sintetiza a partir del aminoacido metionina (Ver Figura 2). El precursor inmediato del
etileno en plantas vasculares es el acido 1-aminociclopropano-1- carboxilico (ACC) (Adams

and Yang, 1979).

El etileno es conocido por inhibir la floracién en la mayoria de las plantas. En mango vy
pifia, el etileno promueve la floracidn (Salisbury y Ross, 1992). Se han utilizado el etileno,
los compuestos que producen etileno y las auxinas para inducir la floracion en !a

produccion comercial de la pifa (Turnbull et al., 1993).

Hemos aislado un gen de la ACC sintasa (fIACCS) cuya expresidn es especifica en el
meristemo de pifia y construido secuencias sentido y antisentido del gen de la ACC
sintasa, las cuales son separadas por un intron del gen fotoinducible especifico de tejido
LS1 derivado de papa (Solanum tuberosum) para formar una estructura de horquilla para
la supresion por ARNi de la ACC sintasa endogena. El constructo.de ARNi esta bajo el

control transcripcional del promotor especifico de meristemo ACC derivado de la pifia.

Método de Transformacion




La pifia fue transformada, siguiendo un método descrito por Firoozabady (Patente de
*EE.UU. N2 8049,067) mediante una transformacion de los tejidos organogénicos mediada
por Agrobacterium tumefaciens. Las cepas de Agrobacterium fueron co-cuitivadas con
tejidos receptores de pifia, para lograr tantos fenotipos con alto contenido de
carotenoides como de floracion controlada, estas cepas contenian un plasmido de
transformacion, ya sea para aumentar la biosintesis de carotenoides o para disminuir la
biosintesis de etileno. Se sele;;iqparon presuntos tejidos transformados en medio que

contenia closulfuron y posteriormente fueron revisados para detectar la presencia de

genes mediante PCR.

A. tumefaciens, [Cepa GV3101] (Koncz y Schell, 1986), es una cepa de Agrobacterium,
comunmente utilizado para la entrega de ADN de transferencia (ADN-T) en células
vegetales. Se insertaron diferentes genes dentro del ADN-T de un vector binario (Ver
Figura 3) para la transformacién de la pifia. El Psy derivado de Citrus reticulata, mandarina
(lkomaa et al, 2001}, codifica una enzima que convierte geranilgeranil pirofosfato (GGPP)

en cis-fitoeno, un intermediario en la biosintesis de licopeno y beta-caroteno.



El gen de la licopeno beta-ciclasa (Lyc-b) derivado de la pifia Ananas comosus, codifica

"una énzima que convierte el licopeno en gama-caroteno, un precursor metabolico del beta-

caroteno.

El gen de la enzima licopeno épsilon-ciclasa (Lyc-e), proveniente de 4. comosus, codifica

una enzima que convierte el licopeno en sigma-caroteno, un precursor metabélico de alfa-

caroteno.

El gen modificado (surBHRA) acetolactato sintasa (ALS) (Chaleff, R. S., y Mauvais, C. J.,

1984) (ALS) derivado del tabaco Nicotiana tabacum, cataliza la biosintesis de

" aminoacidos ramificados incluso en presencia de clorsulfurdn (Lee, K. et al., 1988), lo cual

permite la seleccion de células transformadas de piiia.

El plasmido pHCW1 usado para las transformaciones de pifia, fue construido por el
Laboratorio de Del Monte Fresh Produce Company en Richmond, California, EUA. pHCW1
contiene un gen resistente a la tetraciclina (tetRA) proveniente del plasmido RP1 y el
origen de replicacion del plasmido pACYC, que permite la seccidn que permite la seleccién
y mantenimiento en Escherichia coli y el replicon pVS1 derivado del Pseudomonas
aeruginosa, que asegura la replicacion en Agrobacterium tumefaciens. pHCW1 contiene

la secuencia de 25 bases par que delimita la transferencia de ADN -T a la secuencia de
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100 bases sintéticas entre los limites que forman multiples sitios de restriccion de

"clonacion para permitir la integracion de diferentes casetes de ADN -T (Ver Cuadro 1).

Se utilizé el plasmido pCHW1 para crear pHCW.T-7 y pHCW{IACC3’- 2 plasmidos de
vector binario. Se transfirieron los vectores binarios a la cepa GV3101 desarmada de A.
tumefaciens. El GV3101 con el vector pHCW.T-7 fue nombrado AG76 y el del vector
pHCWI{IACC3’-2 fue nombrado AG62 (Ver Figura 4). Se mezclaron AG76 y AG62 para
la transformacion de la pifia. Los elementos genéticos de los vectores se describen en los

Cuadros 2 y 3.

La ingenieria genética del MD2 se llevo a cabo en el Laboratorio de Del Monte Fresh
Produce Company en Richmond, California, USA, donde se produjeron plantas
transgénicas y se propagaron en cultivo de tejidos. Los propagulos fueron luego llevados
al area de investigacion de la Corporacion de Desarrollo Agricola Del Monte, S.A.
(Pindeco), Buenos Aires, Puntaﬂrgnﬂas, Costa Rica para su evaluacién de campo, para la
propagacion en el campo y para la propagacion en masa de esta variedad en el

laboratorio.
RESUMEN DEL INVENTO

Se ha desarrollado una nueva variedad de pifa (Ananas comosus), de la familia
Bromeliaceae, utilizando técnicas de ingenieria genética, llamada ‘Rosé’ o EF2-114. Se

utilizd6 como material de partida coronas de la variedad MD2 (también conocida como



pina Del Monte Gold) para producir brotes en cultivo in vitro, introducir genes y
*elementos de ADN en secciones basales foliares, regenerar plantas completas, realizar
pruebas de campo y seleccionar plantas con frutas de color interno rosa o rojo. Las
plantas seleccionadas se propagaron asexualmente en el campo y a través de cultivo de
meristemos para confirmar los rasgos de colores y otras caracteristicas relacionadas a las
frutas y al rendimiento agrondmico. El invento tiene que ver con la produccion de una

variedad nueva y diferente de la familia de la pifia, Bromeliaceae.

La nueva variedad de planta EF2-114 se caracteriza por el color rosa o rojo de la pulpa y
por el color “Tigre” de la cascara, en comparacion a la linea materna, MD2, y puede ser

que sea tolerante a la ocurrencia natural de la floracion.

El color interno de la fruta puede variar de acuerdo a la etapa de maduracién (Figura 5).
El rasgo “Tigre” se definido como-elcolor que tiene la cascara en el hombro de cada fruto
en desarrollo, que es una combinacién de colores verde, amarillo, naranja (y rojo) debido

a la expresion de los genes de carotenoides en la cascara (Figuras 6-8). La morfologia de la

planta en general es igual que la de la planta madre MD2 (Figuras 9-12).
- DESCRIPCION BOTANICA DE LA PLANTA

La descripcion de la nueva variedad se basa en la observacion de ejemplares que

recibieron buena nutricién y que fueron cultivados bajo condiciones de campo, en la
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region de Buenos Aires de Costa Rica, donde la temperatura generalmente oscila entre

"14° Cy 37° Cy la precipitacion promedio anual es de 3251 mm.

Se cultivaron las plantas en la estacidon experimental en Buenos Aires, Puntarenas, Costa

Rica.

Todas las caracteristicas de la fruta y de la planta, incluyendo la terminologia del color y
designacion del color que se mencionan en este documento se ajustan a los Descriptores
brasilefios para MD2 (Cuadro 4). Basicamente, “Rosé” es igual que MD2 para todas las
caracteristicas de la fruta y de la planta, con la excepcién del color interno de la fruta, el

rasgo “Tigre” y posiblemente el rasgo del control de la floracién. Ver Descriptores

brasilefios para MD2 adjunto.

IDENTIFICACION DE LA PLANTA:

e Nombre: Ananas comosus.

e Parentesco: MD?2.

e Origen: Ingenieria genética de MD2 seguido por la seleccion de los rasgos de interés

en las pruebas de campo.



¢ Botanica: Bromeliaceae o familia de la pifia. Subfamilia: Bromelioideae. Género:

> Ananas. Subgénero: comosus. Variedad: “Rosé”, nombre del mejorador EF2-114.

e Comercial: Bromelia frutal. )

General:

e Fertilidad - Como cualquier otra planta adulta de pifia, esta planta es auto-
incompatible. Por esta razén, rara vez se observan semillas. La propagacion
comercial se hace por medio de propagulos vegetativos (retofios, brotes y tallos) y
coronas de la fruta.

* Vigor - se considera que €l vigor de la planta es similar al de la planta madre, MD2.

e Rendimiento — el rendimiento estimado es igual al MD2, 120-125 MT/ha en la
primera cosecha y de 95-100 MT/ha en la segunda cosecha.

e Mercado - la fruta serd designada para el mercado internacional de frutas y
comercializada dentro del mercado de fruta fresca. La fruta residual se puede

procesar como zumo o producto congelado.

Lo que se reivindica es:



" 1. Una variedad nueva y distinta de la planta Ananas comosus llamada ‘Rosé’ con el

nombre del fitomejorador EF2-114, como se presenta y describe en este documento.



"Resumen:

Se proporciona una nueva variedad de pifia llamada ‘Rosé’. El color interno rojo o rosa

junto con la morfologia uUnica de la cascara y la posibilidad del rasgo de control de

floracidn son rasgos de esta nueva variedad.



Cuadro l.Elementos Genéticos del plasmido pHCW1

Elemento Origen y funcién

Genético

RB Una secuencia de nucledtido de 25 bp que actia como el punto inicial de la transferencia
del ADN a células vegetales que fue aislado originalmente a partir de pTiT37 (Depicker et
al., 1982).

pVSl El replicon pVS1 de Pseudomonas aeruginosa, que asegura la replicacion en

Agrobacterium tumefaciens (ltoh et al., 1984).

TetRA Un gen resistente a la tetraciclina del plasmido RP1, que permite la seleccién del plasmido
binario en Agrobacterium tumefaciens y Escherichia coli (Waters et al., 1983).

pPACYC El origen de la replicacion del pldsmido. pACYC, que asegura la replicacion en Escherichia
coli (Chang et al., 1979).

LB Una secuencia de 25 nucledtidos que delimita la transferencia ADN-T y actiia como el
punto final de la transferencia de ADN en células vegetales. Se aislé originalmente del
TiA6 (Barker et al., 1983).

MCS Una secuencia de 110 nucledtidos creada sintéticamente, que se compone de sitios de
restriccion de clonaje multiples que permiten la integracién de diferentes casetes al
plasmido.




Cuadro 2. Elementos Genéticos del ADN -T en el plasmido pHCW.T-7 en AG76

Elemento | Tamaiio | Funcion (Referencia)

Genético (Kb)

BRIp2.5 2.5 Un promotor derivado del gen inhibidor de bromelina (BRI) de
Ananas comosus que impulsa [a expresién mejorada de la fruta
del gen(es) meta.

Psy 1.131 Un gen sintasa fitoeno (Psy) de Citrus reticulata, idéntico al gen
aislado de la fruta de mandarina {lkoma et al. 2001),que codifica
una enzima en la biosintesis carotenoide.

Ubpter 0.94 Un terminador derivado de la secuencia de poliadenilacion del
gen ubiquitina (Ubi) de Ananas comosus finaliza la transcripcion
del transgen (es).

BRIp2.5 2.5 Un promotor derivado de la secuencia promotora del gen
inhibidor de bromelina (BRI) de Ananas comosus que dirige la
expresién mejorada de la fruta del transgen ARNi.

elLyc 0.504 Un fragmento del gen licopeno e-ciclasa de Ananas comosus en

fragmento con la orientacién de sentido, que se usa en un sistema de expresion

sentido de ARNi para regular a la baja el licopeno endégeno e-ciclasa,
una enzima en la biosintesis de carotenoides.

ST-LS1 0.193 Un intrén del gen ST-LS1 especifico de tejido fotoinducible
procedente de Solanum tuberosum que funciona como un
espaciador entre los fragmentos de gen del sentido y antisentido
para mejorar la estabilidad del vector.

elyc 0.504 Un fragmento del gen licopeno e-ciclasa de Ananas comosus en

fragmento la orientacién antisentido, que se usa en un sistema de expresion

antisentido del ARNi para regular a la baja el licopeno &-ciclasa enddgeno,
una enzima en la biosintesis carotenoide.

Ubpter 0.94 Un terminador derivado de la secuencia de poliadenilacion del
gen ubiquitina (Ubi) de Ananas comosus que finaliza la
transcripcion del transgen ARNi.

BRIp2.5 2.5 Un promotor derivado de la secuencia de promotores de un gen
inhibidor de bromelina (BRI) de Ananas comosus que dirige la
expresién mejorada de la fruta del transgen ARNi.

b-Lyc 0.619 Un fragmento del gen licopeno B-ciclasa de Ananas comosus en

fragmento con
sentido

la orientacién a sentido, que se usa en un sistema de expresion
del ARNi para regular a la baja el licopeno B-ciclasa enddgeno,

0



una enzima en la biosintesis carotenoide.

ST-LS1 0.193 Un intrén del gen ST-LS1 especifico para tejido foto inducible de
' Solanum tuberosum (Eckes et al, 1986) que funciona como
espaciador entre fragmentos de gen a sentido y contrasentido
estimulando la estabilidad del vector.
b-Lyc 0.619 Un fragmento del gen licopeno B-ciclasa de Ananas comosus en
fragmento orientacion contrasentido, que se usa en un sistema de
anti-sentido expresion del ARNi para regular a la baja el licopeno B-ciclasa
enddgeno, una enzima en la biosintesis carotenoide.
Ubpter 0.94 Un terminador derivado de la secuencia de poliadenilacién del

gen ubiquitina (Ubip) de Ananas comosus finaliza la transcripcién
del transgen ARNi.

Marcador Seleccionable

EHS1.7-Ubp1.5

4.257

Un promotor derivado del gen epéxido hidrolasa (EHS) fusionado
al promotor de gen ubiquitina (Ubip) y al intron nativo de Ananas
comosus que dirige la expresion constitutiva del gen marcador
seleccionable.

EHS1.7

1.7

Un promotor derivado del gen epdxido hidrolasa {EHS) de
Ananas comosus (Neuteboom et al, 2002) que dirige la expresion
constitutiva del gen marcador seleccionable.

Ubpl.5

1.5 +1.057

Un promotor de gen ubiquitina tetramérico de 1.5 kb de la pifia
{Ananas comosus), que dirige la ex'presién constitutiva del gen
marcador seleccionable. El promotor incluye una secuencia de
intrén enddgena de 1057.

ALS

117

Un gen sintasa acetolactato mutante del tabaco (Nicotiana
tabacum), que le confiere resistencia al closulfuron y permite la
escogencia de células vegetales transformadas (Chaleff and
Mauvais, 1984; Lee et al., 1988).

ALS 3

2.7

Un terminador enddgeno derivado de la sefial no traducida de la
poliadenilacién del gen de la acetohidroxiacido sintasa (ALS) de
Nicotiana tabacum (Chaleff and Mauvais, 1984; Lee et al., 1988).




Cuadro 3. Elementos Genéticos del ADN -T en el plasmido pHCWf1lACC3’' -2 en
AG62. Los elementos son los mismos ya mencionados (Cuadro 2) con la excepcidn

de los mencionados a continuacién.

» [}

Elemento
Genético

fIACS(+)sentido

Tamano
(Kb)

Funcion (Referencia)

0.406

Una secuencia 3’ de 406 bp del gen de la ACC sintetasa cuya
expresion es especifica en el meristemo, aislado de la piia
{A. comosus, en orientacion a sentido, que se usa en el
sistema de expresion del ARNi para regular a la baja la
sintetasa ACC enddgena, una enzima clave en la biosintesis
de etileno, produciendo asi una planta que exhibe

caracteristicas mejoradas tales como una floracion tardia.

fIACS(-) antisentido

0.406

Una secuencia 3’ de 406 bp del gen de la ACC sintetasa cuya
expresion es especifica en el meristemo, aislada de la pifia

(A. comosus), en la orientacion de antisentido.




Esquema, 1: la produccion de pifias EF2-114.

Agrobacterium)

Etapa Fecha (duracién)
Llegan frutas inmaduras de MD?2 (40 dias 10/8/2005
anteriores a la cosecha), provenientes de Hawai
Se aislaron y cultivaron meristemos de la corona | 17/8/2005
Se establece el cultivo del brote y se propaga in de 17/8/2005 a
Vitro 20/9/2006
Se prepararon y cultivaron secciones . de 20/9/2006 a
longitudinales de los brotes 29/9/2009
Se prepararon secciones basales foliares y se de 29/9/2006 a
mezclaron con las cepas AG-62 y Ag-76 de 02/10/2006
Agrobacterium 'y se co-cultivaron durante tres
dias
Se transfirieron las bases foliares a un medio de de 02/10/2006 a
recuperacidn con carbenicilina (para matar el 27/10/2006

Se transfirieron las bases foliares a un medio de
seleccion con antibidticos (para matar cualquier
Agrobacterium residual) y clorsulfuron, CS (un
herbicida), para la seleccion de células vegetales
transformadas y para producir materiales
organogénicos transformados. Se llevaron a cabo
un total de 7 transferencias con una presion de
seleccion creciente para producir pequefios
botones transgenicos.

27/10/2006, 2/11/2006,
14/11/2006, 4/12/2006,
3/1/2007, 29/1/2007,
15/2/2007

Se transfirieron pequefios grupos de brotes (dos
veces) a un medio con CS y antibidticos para
seguir cultivando y transformando los brotes y
botones de brote

13/3/2007, 29/3/2007

Se transfirieron brotes y botones de brote a un 10/4/2007
medio con un alto nivel de Agar (8 y 10 g/I) para

normalizar los brotes y botones de brote

transformados

Se transfirieron grupos de brotes a un medio con | de 4/5/2007 a
CS, antibidticos, Agar (7-10) y hormonas para 14/12/2007
normalizar y propagar los brotes. _

Un evento conocido como 16.184.1 incluye 14 21/1/2008
lineas sub-cultivadas en un medio liquido para su

crecimiento adicional

Se enviaron 9 lineas o grupos adicionales del 14/2/2008

%)



evento 16.184.1 (compuesto de 349 brotes) a
Pindeco para pruebas de campo. Los 9 grupos se

*enumeraron como 109-117 en Pindeco y se

cultivaron en el invernadero para crecimiento
adicional y pruebas de campo.

Se enviaron 2 lineas o grupos adicionales del
evento 16.184.1 (compuesto de 85 brotes) a
Pindeco para pruebas de campo. Los grupos se
enumeraron como 208 y 209 en Pindeco y se
cultivaron en el invernadero para crecimiento
adicional y pruebas de campo.

1/8/2008

Los analisis PCR confirmaron que los genes estan
presentes en las muestras de tejido de los brotes
derivados del cultivo del evento

26/8/2008

Se enviaron 2 lineas o grupos adicionales del
evento 16.184.1 (compuesto de 150 brotes) a
Pindeco para pruebas de campo. Los grupos se
enumeraron como 345 y 346 en Pindeco, y se
cultivaron en el invernadero para crecimiento
adicional y pruebas de campo.

26/1/2009

Las plantas se cultivaron en el invernadero
durante 15-20 semanas antes de ser transferidas al
suelo para las pruebas de campo. Los frutos se
cortaron para evaluar su coloracién interna.
Durante las pruebas de campo, los grupos 109,
110, 114, 116, 208, y 346 mostraron una
coloracién interna rosa o roja. De la calidad
interna (Brix, 4cido citrico, acido ascérbico y pH)
se midieron en los frutos de color y se cultivaron
propagulos para la evaluacion de futuras
generaciones. Los analisis moleculares (PCR y
Southern) confirmaron la presencia de los genes.
El analisis Southern ademas confirmé que todos
los de este grupo son de un transgénico, que se
conoce colectivamente como EF2-114

2009-2012




)

L.

Cuadro 4..LOS DESCRIPTORES MINIMOS PARA LA PINA (dnanas comosus (L.)
Mertiil)

Nombre propuesto para la variedad MD-2

(+) Ver punto “V1. OBSERVACIONES Y FIGURAS”.

Codigo para
c . L. da
Descripcion de la caracteristica Ca, y
Caracteristicas descripcion
MD-2
1. Planta: actitud semi-erguida
(+)
intermediaria
abierta 7
2. Planta: numero de hojas activas bajo
(+)
intermedio 5
alto
3. Hoja: largo corto
(+)
intermedio 5
largo
4. Hoja: ancho : delgado
(+)
intermedio S
ancho
5. Hoja: color que predomina en la verde claro
cara superior
verde oscuro 2
morado-verde
verde-morado
morado
rojo
6. Hoja: coloracién antiocidnica ausente 1

presente




7. Hoja: jaspeado ausente 1
. presente
8. Hoja: espinas ausente
+) DO
inconspicuas 2
conspicuas
9. Hoja: distribucién de las espinas sdlo en la base
en el margen
(+) solo en el dpice 2
en la base y el dpice
regular
irregular
10. Inflorescencia: numero de bajo
flores
(+) intermedio 5
alto
11. Flor: color predominante del blancuzco
sépalo o
verdoso
purpurino 3
12. Flor: base de los pétalos libre 1
fusionada
13. Flor: pétalos imbricados ausente
presente 2
14. Flor: color predominante de la  blancuzco
punta del pétalo
morado claro
morado 5
morado oscuro
15. Flor: proporcidén del color bajo 3
blanco en los pétalos T
(+) intermedio

alto




16. Flor: disposicion de las anteras  separadas
agrupadas 2
17. Flor: cantidad de polen en las bajo 3
anteras
intermedio
alto
18. Flor: longitud de! estilo corto
(+)
intermedio 2
largo
19. Retofos: cantidad bajo
(+)
intermedio 5
alto
20. Pedunculo: longitud corto 3
(+)
intermedio
largo
21. Pedunculo: diametro en la pequefio
parte central
(+) mediano 5
grande
22. Pedunculo: cantidad de {ausente o muy bajo)
hijos/bulbos/injertos
(+) (bajo)
(intermedio) 3
(alto)
(muy alto)
23. Pedunculo: ndmero de bracteas bajo
intermedio 5

alto




24,

Pedunculo: brdcteas imbricadas dusenté

presente

IN

25.

Pedunculo: tricomas

ausente

presente

IN

26.

(+)

Fruto: longitud

corto
intermedio

largo

{19

27.

Fruto: diametro en la base

pequefioc
mediano

grande

I~

28.

Fruto: didmetro en la parte
central

pequefio
mediano

grande

IN

29.

(+)

Fruto: diametro de la punta

pequefio
mediano

grande

IN

30.

(+)

Fruto: forma

cdnico

conico a cilindrico
cilindrico

eliptico

global/esférico

1w

31.

Fruto: color antes de la
madurez fisioldgica, con fruta
completamente formada

verde plateado
verde claro

verde
verde oscuro

rojo

r morado

14>




32. Fruto: color de la piel en el

moments de consumo

(verde)

(verde con puntos amarillos)

{amarillo claro)
{amarillo oro)
{naranja rojizo)

{morado)

[£~]

33. Fruto: homogeneidad de la piel

ausente

presente

N

34. Fruto: numero de tallos basales

frutales

{ausente o muy bajo)
(bajo)

(intermedio)
{alto)

(muy alto)

=

35. Fruto: frutos desprendibles

ausente

presente

|l

36. Fruto: relieve del fruto

plano
prominente

muy prominente

b=t

37. Fruto: color de la pulpa

blanco.a crema
amarillo
amarillo oro

anaranjado

1w




38.

Fruto: firmeza de la pulpa

suave
intermedio

firme

IN

39.

Fruto: fibrosidad de la pulpa

bajo
intermedio

alto

[19,]

40.

Fruto: suculencia

bajo
intermedio

alto

(8]

41.

Fruto: diagmetro del eje central

pequeno
mediano

grande

IN

42.

(+)

Fruto: concentracidn de solidos
solubles (Grados Brix)

bajo
intermedio

alto

K

43.

Fruto: acidez (fijado en

porcentaje)

bajo
intermedio

alto

19,

44.

Fruto: sabor

débil
intermedio

fuerte

(%]

45.

Corona: posicién

erguida
abierta

decumbente

[4Y]

46.
(+)

Corona: longitud

corto
intermedio

largo

1%,




47. Corona: peso
X

bajo
intermedio

alto

IN

48. Corona: tendencia a multiples
coronas

(ausente o muy bajo)
{bajo)

(intermedio)
{alto)

(muy alto)

W




CARACTERISTICA COMPLEMENTARIA

" v

49. Resistencia a fusarium

(alta resistencia)
(Fusarium subglutinans)

(resistente)
(resistencia intermedia)

{(susceptibilidad intermedia)

{susceptible)

(alta susceptibilidad)

14

VL.

OBSERVACIONES Y FIGURAS

Caracteristica 1. Planta: actitud

semi-erguida

intermediaria abierta




Caracteristica 2. Planta: niumero de hojas activas

(bajo) <40
(intermedio) 40-60
(alto) > 60
Caracteristica 3. Hoja: longitud
(corto) <90 cm
(intermedio) 90-120cm

(fargo) > 120 cm

A)



Caracteristica 4. Hoja: ancho

(delgado) < 6,0cm
(intermedio) -6,0a7,0cm
{ancho) > 7,0cm

Caracteristica 8. Hoja: espina y 9. Hoja: distribucion de las espinas en el margen

Espinas “inconspicuas™ son espinas microscopicas que pueden ser detectadas por el tacto. Cuando pasamos nuesiras manos en los mdrgenes
de las hojas, se parece a la lija.(Espinas “conspicuas” son espinas que son visibles a simple vista.)

ausente

en la base en la base y el dpice

regular

irregular

a4



Caracteristica 10. Inflorescencia: numero de flores

{bajo) <130
(intermedio) 130-170
(alto) > 170

Caracteristica 15. Flor: proporcion del color blanco en los pétalos

{(bajo) <30%
(intermedio) 30-60%

(alto) >60%
Caracteristica 18. Flor: longitud del estilo

Corto: mds corto que los estambres

Intermedio: del mismo largo que los estambres

Largo: mds largo-que los estambres

Caracteristica 19. Retofio: cantidad

(bajo) <1

(intermedio) 1-2

d>



. ! {alto) >2

Caracteristica 20 . Pedunculo: longitud

{corto) <18 cm
{intermedio) -28cm
{largo) >28cm

Caracteristica 21. Pedunculo: didmetro en la parte central

{pequefio) <2,5cm
{mediano) 2,5-3,5cm
{grande) >3,5cm

Caracteristica 22. Pedunculo: cantidad de tallos

{bajo) <5

(intermedio) 5-10

(alto) >10

Rebentio _.

Caracteristica 26. Fruto: longitud. Medido desde la base hasta la parte superior, sin tomar en cuenta la corona



<15cm

(corto)

(intermé‘dio)v

15-20cm

>20cm

{largo)

Caracteristica 27. Fruto: didmetro de la base

<10cm

(pequeiio)

10-12cm

(mediano)

>12cm

(grande)

Caracteristica 29. Fruto: diametro de la punta

<b6bcm

(pequeiio)

{mediano)

6-10cm

>10cm

(grande)

Caracteristica 30. Fruto: forma

global

c6nico a cilindrico  cilindrico eliptico

conico




Caracteristica 34. Fruto: numero de tallos basales frutales

(bajo) <1
(intermedio) 1-2
(alto) >2

Caracteristica 41. Fruto: didmetro del eje central

(pequefio) <15 cm
(mediano) 1,5-2,5 cm
(grande) >2,5cm

Caracteristica 42. Fruto: concentracion de sélidos solubles (Grados Brix)

(bgjo) <13
(intermedio) 13-16
(alto) > 16

Caracteristica 43. Fruto: acidez (fijado en porcentaje)

(bajo) <0,5
(intermedio) 0,5-0,7

{alto) > 0,7



Caracteristica 46. Corona: longitud

(corto)
(intermedio)

(/a'rgo)
Caracteristica 47. Corona: peso

(bajo)
{intermedio)

(alto)

>130g

<15cm
15-20cm

>20cm

<100¢g

100-130¢g
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Xl Declaracion [1 Declaracién sometida i
sometida con el luego del Fecha de sometimiento
sometimiento inicial 0 sometimiento (cargo Unidad de arte

adicional (37 CFR

1.16(e)) Nombre del examinador
requerido)

De este modo declare qué:
La residencia, la direccion y la ciudadania de cada inventor se han incluido junto a su nombre.

Considero que el nombre de el/los inventor(es) son el nombre del inventor original y del primer inventor de la nueva variedad de:
| Ebrahim Firoozabady, 3009 Shetland Dr., Pleasant Hill, CA 94523, US Citizen. |
la planta llamada: | 'ROSG' (EF2-1 14) ]

Lo que se ha declarado y para la planta para la que se busca la patente, cuya aplicacién

[ se ha adjuntada aqui O [ se someti6 el (MM/DD/AAAA)|

1 en los Estados Unidos

Numero de aplicacién | | y se enmendo el (MM/DD/ AAAA) | | (si aplica).

Por este medio certifico que he revisado y comprendo los contenidos de |a aplicacién identificada anteriormente, incluyendo Ia declaracion,
segun los cambios de las enmiendas mencionadas anteriormente.

He reproducido la planta para de esta aplicacién de manera asexual.

[J Esta planta se encontr6 en el area cultivada (marcar esta caja tnicamente para plantas nuevas)

Reconozco la responsabilidad de revelar informacion que es pertinente a la patentabilidad de acuerdo con 37 CFR 1.56, incluyendo para la
continuacion de aplicaciones en parte, la informacion material, la cual estaba disponible entre la fecha de sometimiento y la aplicacion
anterior y la fecha de sometimiento internacional-PCT o Nacional de la continuacion en parte.

Por este medio declaro beneficios de prioridad extranjera bajo 35 U.S.C. 119(a)-(d) o (f), o 365(b) de cualquier aplicacién de patente,
certificado de derechos de criadores o inventores en la cual se designé al menos un pais adicional a los Estados Unidos de América, los
mismos se han listado e identificado a continuacion marcando la caja, cualquier aplicacion extranjera para inventores de patentes o

certificados de derechos de criadores, o cualquier aplicacion internacional PCT que tenga una fecha de sometimiento previa a la de la
aplicacién sobre la cual se esta declarando prioridad.

Numero(s) de aplicacion(es) Fecha de sometimiento Unicamente Se adjunta la copia
Internacional(es) previa(s) Pais internacional marcar si ho se 'certificada?
(MM/DD/AAAA) declara prioridad Sl NO
O ) )
O O |
] O ]
| O 0
O Los numeros de aplicacién internacional adicionales se han listado en la pagina de datos de prioridad suplementaria TO/SB/02B adjunta.
[Pagina 1 de 2j

Esta recoleccion de informacién es necesaria de acuerdo con 37 CFR 1.53(0). La informacion es necesaria para obtener o retener un beneficio del plblico que es someter (para
que la USPTO procese) una aplicacién. Confidencialmente esta regido por 35 U.S.C. 122y 37 CFR 1.11 y 1.14. Se estima que esta recoleccion de datos debe tardar 12 minutos
para ser completada, incluyendo la obtencién, preparacion y el sometimiento del formulario de apticacién completo del USPTO. E! tiempo variara dependiendo del caso individual.
Cualquier comentario sobre la cantidad de tiempo necesaria para completar este formulario y/o fas sugerencias para reducir esta carga deben enviarse al Oficial Principal de
Informacidn, Oficina de Patentes y Marcas Comerciales de los Estados Unidos, Departamento de Comercio de los Estados Unidos, P.O. Box 1450. Alexandria, VA 22313-1450. 00
NO ENVIAR TARIFAS O FORMULARIOS COMPLETADOS A ESTA DIRECCION. ENVIAR A: Commissioner for Patents, P.O. Box 1450, Alexandria, VA 22313-1450.

Si usted necesita ayudo para completar el formulario, lomar of 1-800-PT0-9199 y seleccionor la opcién 2.
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PTO/SB/03 (05-08)

Aprobado para el uso hasta 06/30/2010. OMB 0651-0032

Oficina de Patentes y Marcas Comermales de los Estados Unidos: DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS

Bajo la Ley de Reduccién de Documentacion de 1995, no se requiere que ninguna persona responda a una recopilacién de informacion a menos de que presente un numero de

pais OMB valido

DECLARACION (37 CFR 1.63) PARA APLICACION DE PLANTAS UTILIZANDO LA
PLANTILLA DE DATOS DE APLICACION (37 CFR 1.76)

Tituio de la invencion Planta de pifia llamada 'Rose' (EF2-114)

Como el inventor mencionado a continuacién, declaro que:

La declaracion se ha dirigido a
[X] La aplicacién adjunta o

O No. de aplicacién sometida

O y las enmiendas realizadas el (si aplica);

Yo/nosotros considero/consideramos que soy/somos elllos inventor(es) originales y primeros de la variedad nueva y distinta de la planta
mencionada y para la cual se esta buscando una patente de pianta;

Yo/nosotros he/hemos reproducido la planta de esta aplicacion de manera asexual;
0 La planta se encontr6 en un area cultivada (marcar esta caja para una planta nueva encontrada);

Yo/nosotros hefhemos revisado y comprendo/comprendemos los contenidos de la aplicacion identificada anteriormente, incluyendo las
declaraciones, con las enmiendas especificas a lo mencionado anteriormente;

Yo/nosotros reconozco/reconocemos la responsabilidad de revelar toda la informacién de patentabilidad conocida por mi / nosotros ala
oficina de patentes y marcas comerciales de los Estados Unidos de acuerdo con la definicion en 37 CFR 1.56, incluyendo las aplicaciones
de continuacion, informacion material que se haya descubierto entre la fecha de sometimiento de la aplicacién anterior y la fecha de
sometimiento internacional PCT o nacional de la continuacion en parte. La aplicacion identificada anteriormente se hizo o fue autorizada
por mi / nosotros R

ADVERTENCIAS:
Se advierte al solicitante / aplicante evitar someter informacion personal en documentos sometidos en una aplicacion de patente que
puedan contribuir a suplantacion de identidad. La informacién personal como los numeros de seguridad social, nimero de cuentas
bancarias o numeros de tarjeta de crédito (fuera de una autorizacion de cheque o de tarjeta de crédito PTO-2038 sometida para el pago)
nunca es solicitada por la USPTO para respaldar una peticion o aplicacion. Si este tipo de informacion personal se ha incluido en los
documentos sometidos a la USPTO, los solicitantes / aplicantes deben considerar la redaccion de esta informacion personal de los
documentos antes de someterlos a la USPTO. Se le indica al solicitante / aplicante que el archivo de una aplicacién de patente esta
disponible para el publico luego de la publicacién de la aplicacion (a menos de que haya una solicitud de no-publicacion de acuerdo con
37 CFR 1.213(a) en la aplicacién) o la emision de una patente. Adicionalmente, el registro de una aplicacion abandonada también podria
estar disponible al publico si la aplicacion se ha referenciado en una aplicacion publicada o en una patente otorgada (ver 37 CFR 1.14).
Los cheques y los formularios de autorizacién de tarjetas de crédito PTO-2038 sometidos para pagos no se han retenido en el archivo de
la aplicacion y por ende, no estan disponibles al publico.
Todas las declaraciones en esta aplicacién sobre mi/nuestros conocimientos son verdaderas, todas las declaraciones se hacen aqui con
respecto a informacién y se consideran como verdaderas y adicionalmente, estas declaraciones fueron hechas con el conocimiento de las

declaraciones falsas y las situaciones similares son penables con multas o prisién, 0 ambas, bajo 18 U.S.C. 1001, y podrian poner el
peligro la validez de la aplicacién o cualquier otorgamiento de patentes.
NOMBRE COMPLETO DE EL/LOS INVENTOR(ES)

Inventor uno: Ebrahim Firoozabady Fecha: 6/4/12

Firma: Original Firmado llegible Ciudadano de: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

formulario(s) adicional(es) mencionado(s) aqui.

Inventores adicionales o representantes legales se mencionan en

\ Esta recoleccion de informacion es necesaria de acuerdo con 37 CFR 1.53(0). La informacién es necesaria para obtener o retener un beneficio del pablico que es someter (para
que la USPTO procese) una aplicacion. Confidencialmente esta regido por 35 U.S.C. 122 y 37 CFR 1.11 y 1.14. Se estima que esta recoleccion de datos debe tardar 12 minutos
para ser completada, incluyendo la obtencion, preparacion y el sometimiento del formulario de aplicacion completo del USPTO. El tiempo variara dependiendo de! caso individual.
Cualquier comentario sobre la cantidad de tiempo necesaria para completar este formulario y/o las sugerencias para reducir esta carga deben enviarse al Oficial Principal de
Informacién, Oficina de Patentes y Marcas Comerciales de los Estados Unidos, Departamento de Comercio de los Estados Unidos, P.O. Box 1450. Alexandria, VA 22313-1450. 00
NO ENVIAR TARIFAS O FORMULARIOS COMPLETADOS A ESTA DIRECCION. ENVIAR A: Commissioner for Patents, P.O. Box 1450, Alexandria, VA 223131450,
Si usted necesita ayuda para completar el formulario, llamar al 1-800-PT0-9199 y seleccionar la opcién 2.

|
|
|
|
|
|



PTO/SB/03 (05-08) ¢~ C
Aprobado para el uso hasta 01/31/2014. OMB 0651-0032
Oficina de Patentes y Marcas Comerciales de los Estados Unidos: DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS
Bajo la Ley,de Reducgion de Documentacién de 1995, no se requiere que ninguna persona responda a una recopilacion de informacién a menos de que presente un nimero de

pais OMB vilido

[ . . DECLARACION - Aplicacion de patentes de plantas
Enviar toda la [0 La direccién relacionada con el numero de cliente:
correspondencia a:
o 1 Direccién de correspondencia a continuacion
Nombre
Direccién
Direccién
Ciudad Estado Codigo postal
Pais Teléfono Email

ADVERTENCIAS:
Se advierte al solicitante / aplicante evitar someter informacion personal en documentos sometidos en una aplicacion de patente que
puedan contribuir a suplantacion de identidad. La informacion personal como los nimeros de seguridad social, nimero de cuentas
bancarias o nimeros de tarjeta de crédito (fuera de una autorizacion de cheque o de tarjeta de crédito PTO-2038 sometida para el
pago) nunca es solicitada por ia USPTO para respaldar una peticion o aplicacion. Si este tipo de informacién personal se ha incluido
en los documentos sometidos a la USPTO, los solicitantes / aplicantes deben considerar la redaccién de esta informacion personal de
los documentos antes de someterlos a la USPTO. Se le indica al solicitante / aplicante que el archivo de una aplicacion de patente esta
disponible para el pablico luego de la publicacion de la aplicacion (a menos de que haya una solicitud de no-publicacion de acuerdo
con 37 CFR 1.213(a) en la aplicacién) o la emision de una patente. Adicionalmente, el registro de una aplicacién abandonada también
podria estar disponible al publico si la aplicacién se ha referenciado en una aplicacion publicada o en una patente otorgada (ver 37
CFR 1.14). Los cheques y los formularios de autorizacion de tarjetas de crédito PTO-2038 sometidos para pagos no se han retenido
en el archivo de la aplicacién y por ende, no estan disponibles al pablico.
Todas las declaraciones en esta aplicacion sobre mi/nuestros conocimientos son verdaderas, todas las declaraciones se hacen aqui
con respecto a informacion y se consideran como verdaderas y adicionalmente, estas declaraciones fueron hechas con el
conocimiento de las declaraciones falsas y las situaciones similares son penables con multas o prisién, o ambas, bajo 18 U.S.C. 1001,
y podrian poner el peligro la validez de la aplicacion o cualquier otorgamiento de patentes.

NOMBRE DEL UNICO INVENTOR O DEL

O Se ha sometido una peticion para este inventor
PRIMER INVENTOR:

Nombre Apellido
Ebrahim Firoozabady
Firma del inventor Fecha
Original Firmado llegible 6/4/12
Residencia: Ciudad Estado Pais Ciudadania
Pleasant Hill CA EUA Ciudadano de los EUA

Direccién de correspondencia
3009 Shetland Dr
Direccion de correspondencia

Ciudad Estado Zip Pais
Pleasant Hill CA 94523 EUA

O Los inventores adicionales o los representantes legales se mencionan en las hojas suplementales PTO/SB/02A o 02LR adjuntas aqui.

[Pagina 2 de 2]



PTO/SB/03 (05-08)
Aprobado para el uso hasta 01/31/2014. OMB 0651-0032

¢ ! Oficina de Patentes y Marcas Comerciates de los Estados Unidos: DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS
Bajo la Ley de Reduccion de Documentacion de 1995, no se requiere que ninguna persona responda a una recopitacion de informacion a menos de que presente un ndmero de
. » pais OMB vélido

&

DECLARACION (37 CFR 1.63) PARA APLICACION DE PLANTAS UTILIZANDO LA
PLANTILLA DE.DATOS DE APLICACION (37 CFR 1.76)

Titulo de la invencién Planta de pifia llamada 'Rose' (EF2-114)

Como el inventor mencionado a continuacion, declaro que:
La declaracion se ha dirigido a
X1 La aplicacion adjunta o

O No. de aplicacién sometida ,

O vy las enmiendas realizadas el (si aplica);

Yo/nosotros considero/consideramos que soy/somos el/los inventor(es) originales y primeros de la variedad nueva y distinta de la planta
mencionada y para la cual se estd buscando una patente de planta;

Yo/nosotros he/hemos reproducido la planta de esta aplicacion de manera asexual;
J La planta se encontré en un area cultivada (marcar esta caja para una planta nueva encontrada);

Yo/nosotros he/hemos revisado y comprendo/comprendemos los contenidos de la aplicacion identificada anteriormente, incluyendo las
declaraciones, con las enmiendas especificas a lo mencionado anteriormente;

Yo/nosotros reconozco/reconocemos la responsabilidad de revelar toda la informacion de patentabilidad conocida por mi/ nosotros ala
oficina de patentes y marcas comerciales de los Estados Unidos de acuerdo con la definicion en 37 CFR 1.58, incluyendo las aplicaciones
de continuacion, informacién material que se haya descubierto entre la fecha de sometimiento de la aplicacion anterior y la fecha de
sometimiento internacional PCT o nacional de fa continuacién en parte. La aplicacién identificada anteriormente se hizo o fue autorizada
por mi/ nosotros

ADVERTENCIAS:
Se advierte al solicitante / aplicante evitar someter informacién personal en documentos sometidos en una aplicaciéon de patente que
puedan contribuir a suplantacion de identidad. La informacion personal como los nimeros de seguridad social, numero de cuentas
bancarias o nimeros de tarjeta de crédito (fuera de una autorizacion de cheque o de tarjeta de crédito PTO-2038 sometida para el pago)
nunca es solicitada por la USPTO para respaldar una peticién o aplicacion. Si este tipo de informacion personal se ha inciuido en los
documentos sometidos a la USPTO, los solicitantes / aplicantes deben considerar la redaccion de esta informacién personal de los
documentos antes de someterlos a la USPTO. Se le indica al solicitante / aplicante que el archivo de una aplicacion de patente esta
disponible para el publico luego de la publicacién de la aplicacién (a menos de que haya una solicitud de no-publicaciéon de acuerdo con
37 CFR 1.213(a) en la aplicacién) o la emisién de una patente. Adicionalmente, el registro de una aplicacion abandonada también podria
estar disponible al publico si la aplicacion se ha referenciado en una aplicacion publicada o en una patente otorgada (ver 37 CFR 1.14).
Los cheques y los formularios de autorizacién de tarjetas de crédito PTO-2038 sometidos para pagos no se han retenido en el archivo de
fa aplicacion y por ende, no estan disponibles al publico.
Todas las declaraciones en esta aplicacion sobre mi/nuestros conocimientos son verdaderas, todas las declaraciones se hacen aqui con
respecto a informacién y se consideran como verdaderas y adicionalmente, estas declaraciones fueron hechas con el conocimiento de las
declaraciones falsas y las situaciones similares son penables con multas o prision, o ambas, bajo 18 U.S.C. 1001, y podrian poner el
peligro la validez de la aplicacién o cualquier otorgamiento de patentes.

NOMBRE COMPLETO DE EL/LOS INVENTOR(ES)

inventor dos: Thomas R Young Fecha: 4 de junio de 2011
Firma: Original Firmado llegible Ciudadano de: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
X nventores adicionales o representantes legales se mencionan en formulario(s) adicional(es) mencionado(s) aqui.

, Esta recoleccién de informacion es necesaria de acuerdo con 37 U.S.C. 115y 37 CFR 1.63. La informacién es necesaria para obtener o retener un beneficio del piblico que es
| someter (para que la USPTO procese) una aplicacion. Confidencialmente esta regido por 35 U.S.C. 122y 37 CFR 1.11 y 1.14. Se estima que esta recoleccién de datos debe
}tardar 12 minutos para ser completada, incluyendo la obtencion, preparacion y el sometimiento del formulario de aplicacion completo del USPTO. Ei tiempo variara dependiendo
; del caso individual. Cualquier comentario sobre la cantidad de tiempo necesaria para completar este formulario y/o las sugerencias para reducir esta carga deben enviarse al
Oficial Principal de Informacién, Oficina de Patentes y Marcas Comerciales de los Estados Unidos, Departamento de Comercio de los Estados Unidos, P.O. Box 1450. Alexandria,
VA 22313-1450. NO ENVIAR TARIFAS O FORMULARIOS COMPLETADOS A ESTA DIRECCION. ENVIAR A: Commissioner for Patents, P.O. Box 1450, Alexandria, VA
22313-1450.

Si usted necesita ayuda para completar el formulario, llamar al 1-800-PT0-9199 y seleccionar lo opcién 2.




transformaciones de la pifia para crear el EF2-114.
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Fig. 1. Las enzimas y los genes en la via de la biosintesis carotenoide de plantas y algas. (Adaptado de J
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Fig. 2 — Via de la biosintesis de etileno en plantas
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genética de la pifia.

Fig. 3. El mapa del vector binario del plasmido, pHCW1, que se usa para la ingenieria
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" Fig! 4. El ADN-T en plasmido pHCW1 es la estructura comtn para crear el vector binario
pHCW.T-7 (en AG76) y el vector binario pHCW{IACC3’-2 (en AG62). -
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Fig. 5. Muestra del color interno de las frutas que va de rosa a rojo debido a la
acumulacion de licopeno.




Fig. 6. Muestra del color de la cascara “Tigre” en las frutas EF2-114. El color de la
cascara presenta una combinacion de colores verde, amarillo, naranja (y rojo) en el
hombro de cada fruto en desarrollo.
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Fig. 7. Una fruta “Tigre” que muestra la cascara y el color interno al momento de su
cosecha.
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Fig 8. Muestra una fruta inmadura de ‘Rosé’ con morfologia de la cascara de Tigre
(izquierda) y una fruta inmadura de MD2 (derecha) ambas ~145 dias después de forzar

su maduracion.




Fig. 9. Muestra la vista desde arriba de una planta ‘Rosé’ EF2-114.




Fig. 10. Muestra una plantacion de ‘Rosé’ EF2-114.




Fig 11: Muestra parcelas experimentales de EF2-114 (izquierda) y MD2 (derecha).




Fig 12: Muestra plantas EF2-114 (izquierda) y MD2 (derecha) derivadas del cultivo de
meristemo. Después de 15 semanas de crecimiento en vivero, las plantas de ~15 cm de
largo se trasplantan a macetas. Las fotos fueron tomadas 11 meses después.




HOJA DE DATOS DE LA SOLICITUD

INFORMACION DE LA SOLICITUD
Tipo de solicitud:
Asunto:
Clasificacion sugerida:
Grupo de Unidad de Arte Sugerido:
CD-ROM:

- ¢Secuencia de Presentacion?:
Titulo:
Ndmero de Expediente del Abogado:

¢Solicitud para Publicacion Temprana?:

¢Solicitud para la No-Publicacién?:
¢Entidad pequeiia?:
¢Peticion incluida?:

INFORMACION DE LA SOLICITUD

Tipo de Autoridad del Solicitante:
Ciudadania Principal:
Nombre Suministrado:
Apellido:
Ciudad de Residencia:
Estado de Residencia:

Direccién postal por calle:
Ciudad de la direccién postal:
Estado de la direccién postal:
Codigo postal de la direccion postal:

Del Monte — Plant Patent — Pineapple Rose

Solicitud para Patente de Planta
Planta

no

no

Planta de Pifia llamada Rosé (EF2-114)

Del Monte Rosé
No

No

Si

No

Inventor
EUA
Ebrahim
Firoozbady
Coral Gables
Florida
241 Sevilla Ave
Coral Gables -
Florida
33134

(1
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Del Monte — Plant Patent — Pineapple Rose

Tipo de Autoridad del Solicitante: Inventor

Ciudadania Principal: EUA

Nombre Suministrado: Thomas

Apellido: YOUNG

Ciudad de residencia: Coral Gables

Estado de Residencia: Florida

Direccién postal por calle: 241 Sevilla Ave

Ciudad de la direccion postal: Coral Gables

Estado de la direccién postal: Florida

Cddigo postal de la direccion postal: . 33134

INFORMACION DEL REPRESENTANTE
Designacion del representante:: Namero de registro:: Nombre del representante::
Principal 45533 John Dodds

INFORMACION PARA LA CORRESPONDENCIA

Nombre: John Dodds

Direccidn postal por calle: 1707 N St. NW

Ciudad de la direccion postal: Washington

Estado o provincia postal: D.C.

Cddigo postal: 20036

Numero telefonico:
Namero de Fax:
Correo Electronico:

202-463 3275
202-463 3278
j.dodds@doddsassociates.com
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Del Monte — Plant Patent — Pineapple Rose

INFORMACION DEL REPRESENTANTE LEGAL:
NOMBRE: Del Monte Fresh Produce Company 241 Sevilla Ave., Coral Gables, FL 33134

CONDICION DE PEQUENA ENTIDAD: Si

4 DE Junio, 2012
DODDS Y ASOCIADOS

Por:

John Dodds



