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Se acepta I3 reivindicasién de Prieridad pargue ssJa seligitud fue preseniada dentre del

plaze establecide (Art. 8 D 486) y su eontenide
prioridades reivindicadas.

8. Qhjste de |2 inyencidn

teenico corresponde eon sl de las

Fituie de la seligitud: ‘“‘Método para produeir urLa planta quimériea eon una gapa

superficial transgénica”.

El objete de la presente selicitud es suministrar U

transgénica guimérica la cual tiene un gen introducid
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R métede para predueir una planta
© en parie de sus edluias,




El problema planteade en esta salicitud es la negesidad de obtener plantas gengticamente
modifieadas gue expresen el gen heterélogo espeeificamente en ura eapa de las sélulas,
de manera que ge ebtenga una planta quimériea periclinal,

Para solucionar este problema téenico la solicitud en estudio suministra un planta
florieultural que eentiere un gen extrafie URisamente en URA eapa de sus células pere qua
no esta presente en las células de pelen o células ovulares y especificamente en la eapa
L2,

El ehjete de la selicitud definida anteriormante ee clasificd en la IRG: AQ1H 1400, 6/00Q;
G12N 18/08,

4. Excepcidn a la patentahilidad (Articylo 20 R486 literal ¢)

El objeto de las reivindicaciones 1 a 28 es una planta fluricultural e un predusto vegetative
de ésta, sin embarge de acuarde esnr el articule 20 literal ¢), Ias plantas na ee censideran
patentables,

5. De la selicitud de Patente

ipgitn (artioulo 28 D48B)

La deseripcion no presenta informacién suficiente para repreducir ia invencién en aspectes
come!
- Elementos promotores empleados para obtener la expresion en la eapa L1
- Aungue se ejemplifica la obtencién de plantas transgénieas que expresan dos tipos
de pigmentos (antocianina acil transferasa, flaveneide 3°5° hidrexilasa) que no sen
heredados en la siguiente generacién de plantas, no es clare como se logra dicha
transformacion especlfica en los tejidos de la capa L1 y que ne se expresan en la
gapa L2 (eélulas germinales).

De esta manera |a descripcién ineumple los articulos 28 de la D488 v 1 del Decrato 729 de
2042.

188 (artioule 30 D 486)

El eapit_ulg reivindicatorio presentado carece de concisiéon por cudnto:
1) Eltérmino planta floriultural ne es clare,

2) Loe métodos reclamades en las relvindicaciones 28 y 30 san earaeterizados g partir del
resuitade a aleanzer con los mismes. Cada métede debe ser definide a partir de sus
etapas e indicar los elementos involucrados en cada una de ellas. Por ejemplo, se debe
definir el gen y pramotor empleado, el gen de seleccién, el método de transformacion,
el vector empleado, material de partida para la transformacién, el momente de
transformacion dentro del desarrolio de l1a planta, ete. Tode le anterior teniende en
cuenta la materia realmente sustentada en la descripeién.

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

6. Determinacién del Estado de la Téenica
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Teniendo en cuenta la fecha indicada se realizé busqueda en el estado de la técnica de
documentos relacionados con la solicitud, encontrandose los siguientes documentos
relevantes a la misma:

. Fecha de
N° Documento \ Titulo publicacién
“Flavanoid 3", 5"'Hydroxyiase gene sequences
D1 WO 2004/020637 andluses therefor” 11/03/2004

D2 WO 2005/017147 “Process for produging rose with modified color” | 24/02/2005
T. Schmllling, J. Schell.
D3 | Plant Molecular Biology
21: 705-708.

“Transgenic toba&co plants regenerated from 1993
leaf disks can‘ be periclinal chimeras”

Resumen de los documentos citados:

D1: La invencién divulga secuencias genéticas que codifican un polipéptido teniendo
actividad flavonoide 3", 5™-hidroxilasa (F3"5'H)| y el uso de la secuencia genética y su
correspondiente polipéptido para manipular el ¢olor en las flores o partes de estas o en

otros tejidos de la planta (resumen).
http://patentscope wipo.int/search/en/search jsf ingresar WO2004020637

D2: Divulga un proceso para producir una rosa, caracterizado en que la ruta metabdlica
intrinseca de la rosa es artificialmente suprimida y que el gen codificante del flavonoide
3'5’-hidroxilasa derivado del pensamiento es expresado (resumen).

hitp://patentscope. wipo.int/search/en/search.ist ingresar WO2005/G17147

D3: Se obtienen quimeras de plantas transgénicas de tabaco que expresan el gen rolCy
que son regeneradas de disco de hoja. La expresion del gen rolC de Agrobacterium
rhizogenes causa una reduccion en contenidos de pigmento en diferentes capas de la hoja
(resumen, folio 175).

7. Analisis de patentabilidad (articulo 14 D486)

Novedad (articulo 16 D486)

La reivindicacion 29 reclama un método para producir la planta floricultural de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27, que comprende una etapa de introduccién de un
gen extrarnio dentro de una planta mediado por Agrobacteriumy la seleccion de una planta

en la cual el gen extrafio Unicamente esta presente en una parte de sus células.

Comparacién de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del Estado de la Técnica:

Caracteristicas esenciales \ D1
Método para producir la planta | Método para producir plantas de floracion
floricultural 1 transgér{icas {Pag. 10 lineas 9-11)

Introduccion de un gen de F3'5'Hen la
planta (Fag 8-10, reivindicaciones,
ejemplos) usando Agrobacterium (ejemplo

1)

El gen sel puede expresar unicamente en
partes de la planta tales como flores,
talios, hojas (Pag. 9 lineas 8-10).

Introduccion de un gen extrafio
dentro de una planta mediado por
Agrobacterium

Seleccion de una planta en la cual
el gen extrafio Unicamente esta
presente en una parte de sus
células

El documento D1 divulga las secuencias nucleétidls y polinucledtidas del gen flavonoide
3’5 hidroxilasa, el cual codifica un pigmento tipo antocianina que produce coloracion violeta
o azul en las flores (resumen). El documento D1 divulga el método de transformacion de
plantas para producir flores con coloracion producida por F3'5'H (Pag.10 lineas 9-11). Este
método utiliza la transformacién de las plantas con este gen F3°5'H usando Agrobacterium
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(ejemplo 1; Pag. 8-10) y se divulga el uso de diversos promotores para lograr la expresion
especifica del gen en determinados tejidos de la planta (Pag. 13 lineas 8-10; tabla 4:
ejemplo 6). Se divulga igualmente que la expresion se puede dirigir a determinados tejidos
de la planta (Pag. 9 lineas 8-10).

De esta manera el documento D1 contiene todas las caracteristicas esenciales del método
reclamado en la reivindicacién 29 por lo que afecta la novedad de este.

Eldocumento D2 por su parte, también divulga la transformacion de una planta floricultural,
como es la rosa, transformandola con la insercién del gen F3'5'H derivado del
pensamiento y usando Agrobacterium para la transformacién. Este gen se expresa
unicamente en la flor de la planta (resumen). El vector empleado para la transformacion es
el mismo empleado en la presente solicitud (Fig. 4).

De esta manera el documento D2 contiene todas las caracteristicas esenciales del método
reclamado en la reivindicacion 29 por lo que afecta la novedad de este.

Nivel inventivo (Articulo 18 D486)

La reivindicacion 30 reclama un método para prevenir la dispersion al mundo natural de un
gen introducido mediante la produccion de una planta floricultural que no tiene un gen
extrafio en sus células germinales de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3 a
27.

Caracteristicas esenciales D1 ‘ D3
Método para prevenir la | Método para producir plantas de | Método para producir plantas
dispersion al mundo natural de | floracion transgénicas (Pag. 10 | tipo quimera periclinal

un gen introducido lineas 9-11) {resumen)
’ Introduccién de un gen de Produccion de plantas de
F3'56'H en la planta (Pag 8-10, tabaco que expresan el
Produccién de una planta reivindicaciones, ejemplos) transgen ro/C en las capas
floricultural que no tiene un usando Agrobacterium (ejemplo | L1y L3 peronoenlas L2y
gen extrafio en sus células 1). El gen se puede expresar sus semillas carecen del
germinales unicamente en partes de la transgen (Pag.707)

planta tales como flores, tallos,
hojas (Pag. 9 lineas 8-10).

El documento D3 divulga la actividad del gen rolC que hace parte del T-DNA de
Agrobacterium rhizogenes y el cual es responsable del cambio en la pigmentacion de los
bordes de las hojas en plantas de tabaco. Este gen se expresa en las hojas pero no en las
semillas de las plantas, por lo que la descendencia carece del gen transfectado (Pag. 707).

La diferencia entre la materia reclamada y D3 es que la solicitud realiza la transformacion
en planta floricultural mientras que D3 la realiza en plantas de tabaco, que si bien es una
planta angioesperma que produce flores no se considera una planta de interés en
floricultura. Adicionalmente, aunque dicha informacion no es definida en la reivindicacion,
se entienderia de la descripcion que el gen introducido es diferente pues en la solicitud se
utiliza F3'5'H y antocianina acyl-transferasa, mientras que en D3 se utiliza ro/C.

El efecto que produce esta diferencia es que las plantas de flores transgénicas tienen una
variacion en el color de sus flores.
El problema técnico objetivo a resolver por la solicitud es realizar la transformacion de
plantas usando la técnica del T-DNA de Agrobacterium introduciendo un gen que codifica
pigmento en la planta floricultural.

Sin embargo, el uso de estos genes habia sido divulgado en el documento D3, el cual
divulga las secuencias nucleétidas y polinucleétidas del gen flavonoide 35 hidroxilasa, el
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cual codmca un pigmento tipo antocianina que produce coloracion violeta o azul en las
flores (resumen). El documento D1 divulga el método de transformacion de plantas para
producir: flores con coloracién producida por F3'5'H (Pag.10 lineas 9-11). Este método
utiliza la transformacion de las plantas con este gen F3'5'H usando Agrobactenum
(ejemplo 1; Pag. 8-10) y se divulga el uso de diversos promotores para lograr la expresion
especifica del gen en determinados tejidos de la planta (Pag. 13 lineas 8-10; tabla 4;
ejemplo 6). Se divulga igualmente que la expresion se puede dirigir a determinados tejidos
de la planta (Pag. 9 lineas 8-10).

Igualmente, a partir del documento D2 el cual divulga el método de transformacion de la
rosa con el mismo pldsmido y gen usado en la presente solicitud (resumen, fig. 4), era
posible que la persona del oficio normalmente versada en la materia obtuviera el desarrollo
reclamado en la reivindicacion 30.

De esta manera a partir de la divulgacion D1y D3 é del documento D2 se podia llegar a la
invencion reclamada en la reivindicacion 30 con expectativa de éxito de tener lograr el
método' de transformacion.

8. Conclusion

Los requisitos de patentabilidad de la presente solicitud estan afectados asi:

itemﬁ Documento Rei\;i?e Tfa adcai:nes Requisito que afecta
o | wooouumer 2 i
| woamsorrie z s
| e ST

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

Se invita al solicitante se sirva indicar, si asi lo considera, su renuncia al término faltante
para dar respuesta a este requerimiento y presentarla por escrito

Notifiquese el presente oficio conforme a lo di§puesto en el numeral 5.2, literal e), del
capitulg quinto del titulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

JOSE L.UIS SALAZAR LOPEZ
- Director de Nuevas Creaciones (C)

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista, de fecha g2 ler. 22

H
i

Revisé: Consuelo Leguizamon L.

Elabord; Nl Lamprea NL&. @/
Aprobd: Jose Luis Salazar

Expediente 09-106063  1er Art.45



Plant Molecular Biology 21: 705~708, 1993.
© 1993 Kluwer Academic Publishers. Printed in Belgium.

Update section

Short communication

705

Transgenic tobacco plants regenerated from leaf disks can be periclinal
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Abstract

Amongst rolC transgenic tobacco plants regenerated from 1
plants with genetically different cell populations in different
of Agrobacterium rhizogenes causes a reduction in pigment ¢
of the regenerated plants becomes thus apparent as light gr
sue flanked by dark green wild-type sectors. Southern and ng¢
nature of such plants. Investigation of selfed progeny of chim
layer invasion in reproductive tissues can occur in tobacco es
The results show (1) that tobacco plants regenerated from le
not necessarily the same clonal origin and (2) that they can

der Morgenstelle 28, D-7400 Ttbingen,
H-von-Linné-Weg 10, D-5000 Koin 30,

res, rolC gene

eaf disks 6.5%, are periclinal chimeras, i.e.
cell layers. The expression of the ro/C gene
ontent in leaves. The chimeric composition
een leaf tissue in the transgenic region, tis-
rthern blot analysis confirmed the chimeric
eric plants on selective media indicates that
irly during the formation of the flower buds.
af disks and grown on selective media have
give rise to non-transgenic offspring. The

chimeric plants provide insight on the effect of ro/C gene expression on microsporogenesis.

The expression in transgenic tobacco of the rolC
gene of the T-DNA of Agrobacterium rhizogenes
causes a reduction of pigment content in leaf me-
sophyll cells [10]. This activity of the rol/C gene
product appears to be restricted to the cells that
harbor an active ro/C gene [12]. Therefore ex-
pression of the rolC gene provides a cell-specific
marker in leaves of transgenic plants. In the
course of experiments aimed at investigating the
inhibitory effect of the ro/C gene product on mi-
crosporogenesis, we have regenerated plants ex-
pressing the gene under the control of the rbeS 1
promoter of potato (referred to as P.-rolC

gene)] which is transcribed preferentially in green
tissues [11]. The T-DNA vector also carries a
chimeric nptl] gene, linked to the P, g-rolC gene.
For plant transformation and regeneration we
used ja modified protocol of Horsch eral. and
Firoozabady [ 3, 4]. For shoot induction leaf disks
of tobacco SR1 plants [6] were transferred after
one week of growth on MS medium [7] contain-
ing 0.5 mg/l BAP (6-benzylaminopurine) and
0.1 mg/ml NAA (a-naphtaleneacetic acid) for one
week [to medium containing 7.5 mg/l 2iP (N-(2-
isopentenyl)adenine) and 0.01 mg/ml p-chlo-
rophenoxyacetic acid.
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Among 22 independent P,, ¢-rolC transgenic
plants regenerated and rooted on medium con-
taining 100 mg/l kanamycin, we obtained two in-
dependently transformed plants characterized by
a light green central leaf blade surrounded by dark
green margins (clones rbeS-C XIII and rbeS-C
XVII; see Fig. 1). This phenotype is explained by
a chimeri¢ composition of the leaf tissue. In an-
giosperms, the cells of the shoot apical meristems
are organized into layers. In plants with three
layers, the outer or L1 layer of meristematic cells
contributes mainly to leaf epidermis, whereas the
inner L2 and L3 layers give rise to the mesophyll,
cortical and vascular tissue (for reviews see
[5, 8]). Itis in fact known [ 14] that in tobacco the
L2 layer contributes to all mesophyll tissue
present at the leaf margin (see the section on
Fig. 1B). The chimeric phenotype of the two ab-
normal plants should be due to an L2 layer origi-
nated from untransformed cells. In order to check
the chimeric state of the transgenic plants, South-

ern blots with genomic DNA from light and dark
green parts of leaves of clones rbcS-C XIIH and
rbeS-C XVII were hybridized with a rolC-specific
probe. Hybridizations were carried out as de-
scribed [ 11]. The fragment of 1.55 kb correspond-
ing to an intact P, .s-ro/C gene is detected in light
green leaf parts only (lanes 1 and 3 of Fig. 2A).
Furthermore, digestion with Eco RI which cuts
only once in the transferred DNA, reveals that
clone rbeS-C XVII harbors a single T-DNA in-
sert (lane 2, Fig. 2A) but not from dark green leaf
tissue. Similarly, in northern blot analysis a sin-
gle rolC transcript of ca. 850 bp is detected with
poly(A)* RNA from light green leaf tissues
(Fig. 2B). These results demonstrate that plants
rbcS-C XI1I and rbeS-C XVII are periclinal chi-
meras (i.e. layer chimeras), where the untrans-
formed L2 layer generates the leaf subepidermal
layer and extends to the mesophyll at the margin
of leaves. The L3 layer, forming the bulk of the
light green core tissue of the leaves, stems from a

Fig. |. Photographs and drawings of chimeric leaves. A (left). Leaf of the primary shoot of clone rbeS-C X111, The darker tissue
is derived from the non-transformed L2 layer. B (right). Leaves of a side shoot of clone rbcS-C XVII. The non-transformed darker

green L2 layer derived area covers variable parts of the leaves.
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Fig. 2. A.Southern blot analysis of the chimeric clones
rbcS-C XIII and rbeS-C XVI. Lane I, light green part of
leaves, clone rbeS-C XVII; lane 2, lig}it green part of leaves,
clone rbeS-C XVII; lane 3, light green part of leaves, clone
rbeS-C XI1§; lanes 4 and 5, dark green part of leaves, clones
rbeS-C XVIT and rbeS-C XIII, respectively. All restrictions
were with £co RI and Hind III, with the exception of lane 2,
where only Eco RI was used. B. Northern blot analysis of
leaves. Lane 1, clone rbcS-C XVII, light green part; lane 2,
clone rbcS-C XIII, light green part; lane 3, clone rbeS-C XVII,
dark green part; lane 4, rbcS-C XIII, dark green part. Ap-
proximately 2 ug poly(A)™ RNA were loaded in each lane.
Blots were hybridized with a *?P-labelled rolC-specific probe.

transformed cell line, harboring and expressing
the P_, s-rolC chimeric gene. Because epidermal
cells do not contain chiorophyll and the L1 layer
therefore does not contribute to the color of
leaves, the phenotype of the leaves does not allow
any conclusion about whether or not the L1 layer
was derived from a roiC transgenic cell. Interest-
ingly, chimeric leaves of the primary shoot of clone
rbcS-C XIII were more round-shaped than lan-
ceolate leaves of non chimeric P, s-r0/C trans-
genics (Fig. 1). This suggests a role for the non-
transgenic L2 layer in determining the leaf shape
of the chimeric plants.

In tobacco, the L2 layer also gives rise to male
and female gametes [13]. Cells of the L3 layer
however can invade the L2 layer leading to off-
spring with the genetic composition of L3 cells
[2]. To test whether the kanamycin resistance
marker gene cotransferred by the T-DNA, and
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Fig. 3. }nalysis of selfed progeny from transformed non-
chimeric control plant (clone rbceS-C IV, left) and chimeric
plant rb¢S-C XIII (right) on medium containing 100 mg/l kan-
amycin. Selfed progeny of the chimeric plant does not give rise
to kanamycin resistant progeny as the untransformed L2 layer
forms the reproductive tissues.

therefore present in the 1.3 but not in the L2 layer,
was transmitted to offspring, selfed progenies of
the two clones were tested for kanamycin resis-
tance (Fig. 3). In clone rbcS-C XIII, none of 92
tested seed capsules contained kanamycin-resis-
tant seeds. In contrast, in clone rbeS-C XVII,
seeds of three out of 50 tested seed capsules gave
rise to kanamycin resistant plantlets. In seeds of
two of these seed capsules kanamycin resistance
segregated with a 1:1 ratio, in seeds of the other
seed capsule a 3:1 segregation was obtained (data
not shown). As clone rbeS-C XVII harbors one
T-DNA only (Fig. 2A), this suggests that cell in-
vasion pf transgenic L3 cells into the untrans-
formed [L2 layer can have occurred. The finding
of kanamycin-resistant offspring concentrated in
three seéd capsules only and their segregation ra-
tios, indicates that layer invasion can occur in
tobacco|very early during the formation of the
flowering bud. Kanamycin-resistant progeny had
a uniform phenotype typical of rbcS-C transgenic
plants.

In a similar experiment, 54 transgenic tobacco
plants were produced that harbor the ro/C gene
under thlz transcriptional control of the 35S RNA
promoter. From these, three plants were pericli-
nal chimegras, phenotypically similar to those de-
scribed above. However, all flowers of these
plants were male sterile as is typical for Py.q-rolC

17¢



708

transgenic tobacco plants [10]. This observation
implicates that the effects of the rolC gene prod-
uct in anther tissues is not limited to transformed
cells since reproductive tissues are in fact derived
from the non-transgenic L2 cells, as indicated by
the kanamycin sensitivity of the progeny. This is
in contrast to the cell-specific influence of the rolC
gene product inn the reduction of leaf pigment con-
tent [12] and jin root induction {9]. This has im-
portant implications when one aims to use the
rolC gene to confer dominant male sterility in
hybrid seed production. We have recently pre-
sented evidence that 70/C induced malg sterility in
transgenic tobacco plants can be restored by an-
tisense RNA [11]. However, seed setting is also
reduced in Pysq-rolC transgenic plants and was
only partially restored by antisense ro/C expres-
sion. Targeted ro/C gene expression requires
knowledge about the precise cellular and molec-
ular mechanism(s) that inhibit microsporogenesis
since our results demonstrate that ro/C gene ac-
tivity in non germ line cells can inhibit mi-
crosporogenesis.

To our knowledge this is the first report on
periclinal chimeric transgenic plants. Taken to-
gether, the results show that shoot organogenesis
from tobacco leaf explants, which is preceded by
the formation of undifferentiated tissue [1], does
not necessarily lead to plants derived from a sin-
gle cell. Furthermore these results implicate that
the activity of the rolC gene product on mi-
crosporogenesis is not cell-specific.
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