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CATALIZADOR DE BASE BIOLOGICA PARA RETRASAR LOS PROCESOS DE
DESARROLLO DE LAS PLANTAS
RESUMEN

La presente invencidén estd dirigida a métodos para
retrasar un proceso de desarrollo de 1las plantas que
comprende exponer una planta o parte de la planta a una o
mads bacterias o enzimas. En formas de realizacidn
especificas, dichas una o mds bacterias se seleccionan del
grupo que consiste de - Rhodococcus Spp., Pseudomonas
chloroaphis, Brevibacterium ketoglutarnicum, y una mezcla
que comprende cualquier combinacién de estas bacterias.
Aparatos para retrasar el proceso de desarrollo de las
plantas que comprenden un catalizador.que comprende una o

méds de las bacterias anteriores.



CATALIZADOR DE BASE BIOLOGICA PARA RETRASAR LOS PROCESOS
DE DESARROLLO DE LAS PLANTAS

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencién se refiere a métodos para
retrasar el desarrollo de las plantas que comprende exponer
una planta o parte de la planta a una o ma&s bacterias o
enzimas.
Se proveen, ademads, aparatos para retrasar el proceso

de desarrollo de las plantas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
La produccién de etileno en las plantas y partes de
las plantas es inducida por una variedad de factores

externos y factores estresantes, que incluyen lesiones,

aplicacién de hormonas (por ejemplo, auxina), condiciones
anaerdbicas, helada, calor, sequia e infeccidén por
patdgenos.

La produccidén incrementada de etileno también se
observa durante una variedad de procesos de desarrollo de
las plantas, con inclusidén de maduracidén de las frutas o
verduras, germinacién de las semillas, abscisidén de 1las
hojas y senescencia de las flores.

La biosintesis de etileno en las plantas se ilustra en
general como un esquema enzimatico que 1implica tres
enzimas, denominadas de manera tradicional “el ciclo Yang”
en el cual la S-adenosil-L-metionina (SAM, del inglés S-
adenosyl-L-methionine) sintasa cataliza la conversidén de
metionina a S-adenosil-L-metionina (AdoMet); el &cido 1-
aminociclopropano—-l-carboxilico (ACC) sintasa cataliza la
conversién de AdoMet a ACC; y la ACC oxidasa cataliza la

conversidén de ACC a etileno y los subproductos didxido de

N
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carbono y cianuro de hidrégeno. Véase, por ejemplo,
Srivastava (2001) Plant Growth and  Development: Hormones
and Environment (Academic Press, 'New York) para una
descripcién general de'.la biosintes}s de etileno en las
plantas y los procesos de desarrollo de las plantas
regulados por etileno.

La investigacién previa ha | establecido que la
maduracién climatérica de las frutas se desencadena, al
menos en parte, por un incremento repentino y significativo
en la biosintesis de etileno. ?

Si bien un aumento repentino en la produccidén de
etileno participa en el proceso de m%duracién de las frutas
climatéricas, no se entiende complétamente el mecanismo
exacto, sobre todo en las frutas noéclimatéricas. Si bien
no existe un aumento repentino de laiproduccién de etileno
en la fruta no climatérica, la fruta no climatérica
responde al etileno. Ademéas, las f%utas, las wverduras vy
otros productos vegetales varian en la cantidad de etileno
sintetizado y también en la sensibilidad del producto
particular al etileno. Por ejemplo, l%s manzanas exhiben un
alto nivel de produccidén de etileno y sensibilidad a
etileno, mientras que las alcachofas @uestran un bajo nivel
de biosintesis de etileno vy sensibilidad a etileno. Véase,
por ejemplo, Cantwell (2001) “Properties and Recommended
Conditions for Storage of Fresh Fruéts and Vegetables” en
el ‘ ' sitio
postharvest.ucdavis.edu/Produce/Storage/index.shtlm
(accedido por ultima vez el 6 de marzo de 2007), que se
incorpora en la presente a modo .de referencia en su
totalidad. La maduracidédn de las fruﬁas tipicamente genera
un cambio en el color, ablandamiento del pericarpio, VY

cambios en el contenido de azucar y |sabor de la fruta. Si
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bien la maduracién inicialmente hace que la fruta sea mas
comestible y atractiva de comer, el proceso eventualmente
lleva a la degradacién y deterioro de la calidad de la
fruta, tornadndola inaceptable para su consumo, ocasionando
pérdidas monetarias significativas & nivel comercial. El
control del proceso de maduracidén es deseable para mejorar
la vida util vy extender el tiempo disponible para el
transporte, almacenamiento y venta de 1la fruta y otros
productos agricolas sometidos a maduracion.

Ademds de un incremento repentino en la biosintesis de
etileno en las frutas climatéricas, los cambios
relacionados con la maduracidén también estdn asociados con
una suba en la velocidad de respiracién. El calor se
produce como consecuencia de la respiracién en las frutas,
las verduras Y otros productoes vegetales Y, en
consecuencia, impacta la vida Util 'y las condiciones de
almacenamiento requeridas (por ejempio, refrigeracidn) para
estos productos. Los productos vegetales con velocidades
superiores de respiracién (por ejemplo, alcachofas, flores
cortadas, esparrago, brdécoli, espinaca, etc.) exhiben vidas
Gtiles mas cortas que aquellos con velocidades inferiores
de respiracién (por ejemplo, nueces, datiles, manzanas,
citricos, uvas, etc.). La respiracién se ve afectada por un
numero de factores ambientales que incluyen temperatura,
composicién atmosférica, tensién fisica, luz, tensidn
quimica, radiacién, tensién del agua, reguladores del
crecimiento y ataque de patdgenos. En particular, la
temperatura juega un papel significativo en la velocidad de
respiracién. Para una descripcién general del metabolismo
respiratorio Y condiciones atmqsféricas controladas
recomendadas para las frutas, las verduras y otros

productos vegetales, véase, por ejemplo, Kader (2001)



Postharvest Horticulture Serie No. 22A:29-70 (University of
California - Davis); Saltveit (University of California -
Davis) “Respiratory Metabolism” en el sitio
usna.usda.gov/hb66/019respiration.pdf (accedido por ultima
vez el 6 de marzo de 2007); vy Cantwell (2001) “Properties
and Recommended Conditions for Storage of Fresh Fruits and
Vegetables” en el sitio
postharvest.ucdavis.edu/Produce/Storage/index.shtml
(actualizado por uUltima vez el 6 de marzo de 2007) que se
incorporan en la presente a modo de referencia en su
totalidad. ”

Los métodos vy las composiciones para retrasar el
proceso de maduracidén de frutas incluyen, por ejemplo, la
aplicacién de sales de plata (por ejemplo, tiosulfato de
plata), 2,5-norbornadieno, permanganato de potasio, 1-
metilciclopropeno (1-MCP), ciclopropeno (CP) y derivados de

los mismos. Estos compuestos tienen ventajas

significativas, tales como la presencia de metales pesados,.

olores pestilentes, y propiedades explosivas cuando se
comprimen, que los pueden hacer inaceptables para - o de
aplicabilidad limitada para - uso en la 1industria
alimenticia. Los enfoques transgénicos para controlar la
produccién de etileno para retrasar los procesos de
desarrollo de las plantas (por ejemplo, maduracibén de
frutas) al introducir secuencias de acido nucleico dgue
limitan la ©produccién de etileno, parﬁicularmente al
reducir la expresidén de las enzimas ACC sintasa o ACC
oxidasa, también se encuentran bajo investigacién. Sin
embargo, la respuesta del publico a los productos
genéticamente modificados no ha sido del todo favorable.
Por consiguiente, persiste la necesidad imperante en

el arte de métodos y aparatos seguros para retrasar 1los



procesos de desarrollo de las plantas. Dichos métodos vy
aparatos podrian brindar un mejor control de la maduracidn
de frutas, maduracidén de verduras, senescencia de flores,
abscisién de hojas, y germinacidén de semillas, y extender
la vida Util de varios productos agricolas (por ejemplo,
frutas, verduras vy flores cortadas), permitiendo asi el
transporte de mayores distancias de estos productos, sin
necesidad de refrigeracidén, incrementando el deseo de
consumir el producto por parte de los consumidores, Yy
reduciendo los costos monetarios asociados con la pérdida
del producto debido a la maduracién y senescencia a

destiempo.

BREVE SINTESIS DE LA INVENCION

Se proveen métodos para retrasar un proceso de
desarrcllo de las plantas, que incluyen mas no se limitan a
la maduracioén de frutas, maduracidn de verduras,
senescencia de flores, y abscisidén de hojas. Los métodos de
la presente invencidédn comprenden en general exponer una
planta o parte de la planta a una o mas bacterias en una
cantidad suficiente para retrasar el proceso de desarrollo
de las plantas de interés. En cilertos aspectos de la
invencidn, las Dbacterias se seleccionan 'del grupo que
consiste de Rhodococcus spp., Pseudomonas chloroaphis,
Brevibacterium ketoglutamicum, y mezclas de las mismas. Las
bacterias usadas en la practica de los presentes métodos se
pueden tratar, ademds, con un agente inductor, que incluye,
por ejemplo, asparagina, glutamina, <cobalto, wurea, vy
mezclas de los mismos, para inducir la habilidad de las
bacterias de retrasar el proceso de desarrollo de las
plantas de interés.

La presente invencidén provee, ademds, aparatos para
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retrasar el proceso de desarrollo de las plantas dque
comprende un catalizador que comprende una o mé&s bacterias,
particularmente Rhodococcus spp., Pseudomonas chloroaphis,
Brevibacterium ketoglutamicum, © una mezcla de las mismas.
Cualquier aparato que permite la expdsicién de una planta o
parte de la planta al catalizador y'retrasa el proceso de
desarrollo de las plantas de interés estd comprendido por
la presente invencidn. Losl aparatos de ejemplo incluyen
aquellos en los cuales el catalizador es inmovilizado en
una matriz y colocado en, colocado sobre, o de alguna
manera fijado a cualquier estructura fisica. Varias
configuraciones de los aparatos divulgados se contemplan y
describen en mayor detalle a continuacién, en la presente.
Los métodos y aparatos de la invencidn para retrasar un
proceso de desarrollo de las plantas encuentran particular
uso en incrementar la vida util y facilitar el transporte a
mayor distancia de productos vegetales tales como frutas,
verduras y flores, mejorando la satisfaccidén del producto
al consumidor, 'y reduciendo la pérdida del producto

ocasionada por la maduracidén o senescencia a destiempo.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Habiendo descrito la invencidén en términos generales,
se hara referencia ahora a los dibujos adjuntos, gque no
necesariamente se ilustran a escala, y en los cuales:

La FIG. 1 muestra una ilustracidédn no limitativa de un
aparato de tres capas para retrasar la maduracidén de
frutas. Las capas exteriores (desighadas A y B) proveen
integridad estructural al aparato. La capa catalizadora,
como se define en la presente a continuacidédn, comprende una
o mas de las enzimas de la invencién y se ubica entre las

capas exteriores.
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La FIG. 2A-C provee una ilustracidédn no limitativa de
varios aparatos para retrasar la maduracién de frutas.
Estos aparatos comprenden una capa catalizadora, una o mas
capas destinadas a proveer integridad estructural, y una o
mas capas destinadas a ser extraidas antes del uso del
aparato. La extraccién de una o mas de estas capas puede,
por ejemplo, exponer un adhesivo para el ajusto del aparato
a otra estructura fisica.

Las FIGS. 3A-3B muestran una ilustracidén no limitativa
de un aparato para retrasar. maduracién de frutas. EI1
aparato comprende un catalizador inmovilizado sobre una
capa de pelicula y unido a una estructura fisica (por
ejemplo, una caja adecuada para almacenamiento/transporte
de frutas).

La FIG. 4 muestra una ilustracién no limitativa de un
aparato para retrasar maduracién de frutas. E1l aparato
comprende una estructura de cadmara ranurada que permite la
insercién y el reemplazo de uno o mas elementos de mdédulos
catalizadores, como se defiﬁe a continuacidén. Las capas
exteriores de la estructura fisica pueden estar compuestas
de un material que permite que el aire fluya dentro del

catalizador.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencidn serd descrita en mayor detalle a
partir de ahora, con referencia a las formas de realizacién
especificas de la invencidn, y particularmente a los varios
dibujos provistos con la presente. De hecho, la invencidn
puede llevarse a cabo en 'muchas formas diferentes y no
deberia limitarse a las formas.de realizacidén establecidas
en la presente; por el contrarib, estas formas de

realizacién se proveen de manera tal que esta divulgacidn
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satisfaga los requisitos legales en vigencia. Como se usa

en esta memora descriptiva, y en las reivindicaciones

A% rr

adjuntas, las formas en singular “un”, “una”, “el” y "“la”,
incluyen las referencias en plural, a menos que el contexto
claramente dicte lo contrario.

En toda la memoria descriptiva, la ralabra
“comprender” o sus variaciones graméticas,-deben entenderse
a fin de incluir un elemento citado, nuUmero entero o paso,
o grupo de elementos, numeros enteros o pasos, mas no la
exclusidén de cualguier otro elemento, numero entero o paso,
o grupo de elementos, numeros enteros © pasos.

La presente invencidn provee métodos para retrasar un
proceso de desarrollo de las plantas de interés que
comprende exponer una planta o parte de la planta a una o
mas bacterias.

En formas de realizacidédn particulares, los métodos se
dirigen a retrasar el proceso de desarrollo de las plantas
gque comprenden exponer una planta o parte de la planta a
una o mé&s bacterias seleccionadas del grupo gue consiste de
Rhodococcus spp., Pseudomonas chloroaphis, Brevibacterium
ketoglutamicum, y mezclas de las mimas, en donde una © mas
bacterias son expuestas a la planta o parte de la planta en
una cantidad suficiente ©para retrasar el proceso de
desarrollo de las plantas. También se proveen los aparatos
para retrasar el proceso de desarrollo de las plantas de
interés y para llevar a cabo los métodos descritos en la
presente. Los métodos y aparatos de la invencidn se pueden
usar, por ejemplo, para retrasar la maduracidén de
frutas/verduras o senescencia de las flores y para

incrementar la vida util de las frutas, verduras o flores,

‘facilitando de esta manera el transporte, distribucidén y

comercializacidén de dichos productos vegetales.

A



Como se usa en la presente, “planta” o “parte de la
planta” se define en el sentido amplio para incluir plantas
o cualguier parte de una planta, con inclusién, mas sin
limitacién a frutas, verduras, flores, semillas, hojas,
nueces, embriones, polen, évuios, ramas, cascaras, espigas,
mazorca, semillas, tallos, raices, nervaduras, anteras Yy
similares. En formas de realizacién particulares, la parte
de la planta es una fruta, una verdura o una flor. En
ciertos aspectos de la invencidn, la parte de la planta es
una fruta, mds particularmente una fruta climatérica, como
se describe en mas detalle a continuacidn.

Los métodos y aparatos de la invencidn estédn dirigidos
a retrasar el proceso de desarrollo de las plantas, tal
como el proceso de desarrollo de las plantas generalmente
asociado con la biosintesis incrementada de etileno.
“Proceso de desarrollo de las plantas” estd destinado a
significar cualguier proceso de crecimiento o desarrollo de

una planta o parte de la planta, con inclusién, mas sin

limitacién a, la maduracidén de frutas, maduracidén de
verduras, senescencia de flores, abscisidén de hojas,
germinacién de semillas, y similares. En formas de

realizacién particulares, el proceso de desarrollo de las
plantas de interés es la maduracién de frutas o verduras,
senescencia de flores, o) abscisidn de hojas, mas
particularmente maduracidén de frutas o verduras. Como se
define en la presente, “retrasar el proceso de desarrollo
de las plantas”, y sus variantes gramdticas, se refiere a
cualquier disminucién, interrupcién, supresién o inhibicidn
del proceso de desarrollo de las plantas de interés o los
cambios fenotipicos o genotipicos a la planta o parte de la
planta asociados en general con el proceso especifico de

desarrollo de las plantas. Por ejemplo, cuando el proceso

>
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de desarrollo de las plantas de interés es la maduracidn de
frutas, un retraso en la maduracidén de frutas puede incluir
la inhibicidén de los cambioé'generalmente asociados con el
proceso de maduracién (por ejemplo, cambio en color,
ablandamiento del pericarpio (es decir, pared del ovario),
incrementos en el contenido de azucar, cambios en el sabor,
degradacidén/deterioro geheral de la fruta, y eventuales
disminuciones del deséo de consumir la fruta por parte de
los consumidores, como se describié en los parrafos
anteriores). La persona versada en el arte apreciard que la
duracién de tiempo necesaria para que ocurra la maduracidn

de las frutas depende de, por ejemplo, el tipo de fruta vy

-las condiciones especificas. de almacenamiento wutilizadas

(por ejemplo, temperatura, humedad, flujo de aire, etc.).
Por consiguiente, “retrasar la maduracidén de frutas” puede
constituir un retraso de 1 a 90 dias, particularmente 1 a
30 dias, més particularmente 5 a 30 dias. Los métodos para
evaluar un retraso en el proceso de desarrollo de 1las
plantas tales como maduracién de frutas, maduracidén de
verduras, senescencia de flores, y abscisidén de hojas se
encuentran dentro de las capacidades de rutina de la
persona versada en el arte y se pueden basar, por ejemplo,
en la comparacién con los procesos de desarrollo de las
plantas en plantas o partes de plantas no tratadas. En
ciertos aspectos de 1la invencidn, los retrasos en el
proceso de desarrollo de las plantas generados de la
practica de los presentes métodos pueden ser evaluados con
relacidén a las plantas o partes de plantas no tratadas o
con las plantas o partes de plantas que han sido tratadas
con uno o mas agentes conocidos por retrasar el procesoc de
desarrollo de las plantas de interés. Por ejemplo, un

retraso en la maduracidén de las frutas generado a partir de
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la realizacién de un método de la invencidén se puede
comparar con los tiempos de maduracién de frutas no
tratadas o frutas que han sido tratadas con un agente anti-
maduracioén, tales como los descritos en la presente con
anterioridad.

Los métodos de la invencidn para retrasar el proceso
de desarrollo de las plantas por lo general comprenden
exponer una planta o parte de la planta a una o mas de las
siguientes bacterias: Rhodococcus spp. ., Pseudomonas
chloroaphis, Brevibacterium ketoglutamicum, © una mezcla
gque contiene cualquier combinacidén de estas bacterias. En
ciertas formas de realizacidén, dicha una o mas Dbacterias
incluyen Rhodococcus spp., mads particularmente la cepa de
Rhodococcus rhodochrous DAP 96253, cepa de Rhodococcus sp.
DAP 96622, Rhodococcus - erythropolis, o mezclas de las
mismas. Como se usa en la presente, exponer una planta o
parte de la planta a una o méds de las bacterias anteriores
incluye, por ejemplo, exposicién a células bacterianas
intactas, lisados celulares bacterianos, 3% extractos
bacterianos que poseen actividad enzimdtica (es decir,
“extractos enzimaticos”). Los métodos para preparar lisados
y extractos enzimdticos a partir de 1las <células, con
inclusién de células bacterianas, son de rutinarios en el
arte. Dichas una o mas bacteriaé usadas en los métodos y
aparatos de la invencidén pueden a veces ser aludidas con
més frecuencia en la presente como el “catalizador”.

De acuerdo con los métodos de la invencidn, dichas una
o mas bacterias son expuestas a la planta o parte de la

planta en una cantidad suficiente para retrasar el proceso

de desarrollo de las plantas. “Exponer” una planta o parte

de la planta a una o mas de las bacterias de la invencidn

incluye cualquier método para presentar una bacteria a la

/19



12

planta o parte de la planta. Los métodos indirectos de
exposicién incluyen, por ejemplo, colocar la bacteria o
mezcla de bacterias en la proximidad general de la planta o
parte de la planta (es decir, exposicidédn indirecta). En
otras formas de realizacidn, las Dbacterias pueden ser
expuestas a la planta o parte de la planta por contacto
directo o mas cercano. Asimismo, como se define en la
presente, una cantidad “suficiente” de dichas una o més
bacterias de la invencidén depende de una variedad de
factores, que incluyen, mas no se limitan a, las bacterias
particulares utilizadas en el método, la forma en la cual
la bacteria se expone a la planta o parte de la pianta (por
ejemplo, como células bacterianas intactas, lisados

celulares, o extractos enzimdticos, como se describen en

. parrafos anteriores), el medio por el la bacteria se expone

a la planta o parte de la planta, y la duracidén de tiempo
de exposicidén. Seria cuestidn de experimentacidédn de rutina
para la persona versada en el arte determinar la cantidad
“suficiente” de dichas una o mds bacterias necesarias para
retrasar el ©proceso de desarrollo de las plantas de
interés.

Si bien en formas de realizacidn particulares de la
invencién, dichas una o mds bacterias se seleccionan del
grupo que consiste de Rhodococcus @ spp., Pseudomonas
chloroaphis, Brevibacterium ketoglutamicum, cualquier
bacteria gque retrasa el proceso de desarrollo de las
plantas cuando se expone a una planta o parte de la planta
puede ser usada en los presentes métodos y aparatos. Por
ejemplo, las bacterias gque pertenecen al género Nocardia
[véase la solicitud de patente 'japonesa No. 54-129190]1,
Rhodococcus [véase la solicitud de patente japonesa No. 2-

470}, Rhizobium [véase la solicitud de patente japonesa No.

20



17

13

5-236977], Klebsiella [solicitud de patente japonesa No. 5-
30982), Aeromonas [solicitud de patente Jjaponesa No. 5-
30983], Agrobacterium [solicitud de patente Japonesa No. 8-
154691], Bacillus [solicitud de patente japonesa No. 8-
187092]), Pseudonocardia [solicitud de patente japonesa No.
8-56684], Pseudomonas, y Mycobacterium son ejemplos no
limitativos de micréorganismos gue pueden ser usados de
acuerdo con la invencidn.

No todas las especies dentro de un determinado género
pueden exhibir las mismas propiedades. Por ende, es posible
tener un género que generalmente es conocido por incluir
cepas capaces de exhibir wuna actividad deseada (por
ejemplo, la habilidad de retrasar un proceso particular de
desarrollo de las plantas tal como, por ejemplo, maduracién
de frutas) pero tener una o mads especies que por lo general
no exhiben la actividad deseada. A la luz de la divulgacidn
provista en la presente y el conocimiento general en el
arte, seria cuestidén de experimentacidén de rutina para la
persona versada en el arte llevar a cabo un ensayo para
determinar si una especie particular posee una o mas de las
actividades deseadas.

Ademéds, los ejemplos especificos de las bacterias
Utiles de acuerdo con la invencidén incluyen, mas no se
limitan a, Nocardia sp.) Rhodococcus sp., Rhodococcus
rhodochrous, Klebsiella sp., Aeromonas sp., Cilitrobacter
freundii, Agrobacterium rhizogenes, Agrobacterium
tumefaciens, Xanthobacter' flavas, Erwinia nigruens,
Enterobacter sp., Streptomyces sp., Rhizobium sp.,
Rhizobium loti, Rhizobium legminosarum, Rhizobium merioti,
Candida quilliermondii, Pantoea agglomerans, Klebsiella
pneumonice subsp. pneumonice, Agrobacterium radiobatter,

Bacillus smithii, Pseudonocardia thermophila, Pseudomonas

2]



14

chloroaphis, Pseudomonas erythropolis, Brevibacterium
ketoglutamicum, Rhodococcus erythropolis, Nocardia
farcinica, Pseudomonas aeruginosa, y Heliobacter pylori. En
formas de realizacidén particulares, las bacterias del

género  Rhodococcus, més especificamente la cepa de

Rhodococcus rhodochrous DAP 96253 (Depbésito ATCC No. 558989;.

depositado en ATCC el 11 de diciembre de 1896), la cepa
Rhodococcus sp. DAP 96622 (Depdésito ATCC No. 55898;
depositado en ATCC el 11 de diciembre de 1996), Rhodococcus
erythropolis, o mezclas de las mismas, se usan en 1los
métodos y aparatos de la invenciodn.

En ciertos aspectos de la invencién, dichas una © més
bacterias son “inducidas” para exhibir una caracteristica
deseada (por ejemplo, la habilidad de retrasar un proceso
de desarrollo de las plaﬁtas' tal como maduracidén de las
frutas) por exposicidén a, o tratamiento con, un agente
inductor adecuado. Los agentes inductores incluyen, mas no
se limitan a, asparagina, glutamina, cobalto, wurea o
cualquier mezcla de los mismos. En formas de realizacidn
particulares, las bacterias se exponen a, O se tratan con,
el agente inductor asparagina, mds particularmente una
mezcla de los agentes inductores que comprenden asparagina,
cobalto y urea. El agente inductor puede ser agregado en
cualquier momento durante el cultivo de las células
deseadas. Por ejemplo, con respecto a las bacterias, el
medio de cultivo puede ser complementado con un agente
inductor antes del comienzo del cultivo de las bacterias.
En forma alternativa, las bacterias podrian ser cultivadas
en un medio durante una cantidad predeterminada de tiempo
para cultivar las bacterias y el agente inductor podria ser
agregado en uno o mas tiempos predeterminados para inducir

la actividad enzimadtica deseada en las bacterias. Ademéas,
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el agente inductor podria ser agregado al medio de cultivo
(0 a un mezcla separada que incluye la bacteria previamente
cultivada) para inducir la actividad deseada en las
bacterias una vez que se ~completd el cultivo de las
bacterias.

Si bien no debe limitarse a un mecanismo particular,
“inducir” las bacterias de la invencién puede generar la
produccidén (o produccidén incrementada) de una o més
enzimas, tales como una hidratasa de nitrilo, amidasa y/o
asparaginasa, y la induccién de una o més de estas enzimas
puede jugar un rol en retrasar el proceso de desarrollo de
las plantas de interés. Los términos “hidratasa  de
nitrilo”, “amidasas” vy sasparaginasas” comprenden las
familias de enzimas ©presentes en células de varios
organismos, gque incluyen, mas no se limitan a, Dbacterias,
hongos, plantas y animales. Dichas enzimas son conocidas
para las personas versadas en el arte, y cada clase de
enzima posee actividades enzimaticas reconocidas.
“Actividad enzimdtica”, como se usa en la presente, se
refiere en general a la habilidad de una enzima de actuar
como catalizador en un proceso, tal como la conversidn de
un compuesto en otro compuesto. En particular, la hidratasa
de nitrilo cataliza la hidrdélisis del nitrilo (o
cianohidrina) a la correspondiente amida (o acido hidroxi).
La amidasa <cataliza la hidrélisis de una amida al
correspondiente acido o &cido hidroxilo. En forma similar,
una enzima asparaginasa, tal como asparaginasa I, cataliza
la hidrélisis de asparagina a &cido aspartico.

En ciertos aspectos de la invenciédn, la actividad
enzimdtica puede ser aludida en términos de “unidades” por
masa de enzima o células (tipicamente basadas en el peso

seco de las células, por ejemplo, unidades/mg cdw). Una

23



16

“unidad” en general se refiere a la habilidad de convertir
una ‘cantidad especifica de un compuesto en un compuesto
diferente bajo un conjunto definido de condiciones como una
funcidn de tiempo. En las formas de realizaciédn
especificas, una “unidad” de actividad de la hidratasa de
nitrilo puede relacionarse con la habilidad de convertir un
pumol de acrilonitrilo en su correspondiente amida por
minuto, por miligramo de células (peso seco) a un pH de 7,0
y una temperatura de 30 °C. En forma similar, una unidad de
actividad de amidasa puede relacionarse con la habilidad de
convertir 1 pmol de acrilamida en su correspondiente acido
por minuto, por miligramo de células (peso seco) a un pH de
7,0 y una temperatura de 30 °C. Asimismo, una unidad de
actividad de asparaginasa puede relacionarse con la
habilidad de convertir 1 umol de asparagina en su
correspondiente acido por minuto, por miligramo de células
(peso seco) a un pH de 7,0 y una températura de 30°C. Los
ensayos para medir la actividad de la hidratasa de nitrilo,
amidasa o asparaginasa son conocidos en el arte e incluyen,
por ejemplo, la deteccidn de amoniaco libre. Véase, Fawcett
y Scott (1960) J. (Clin. Pathol. 13:156-159, qgue se
incorpora en la presente a modo de referencia en su
totalidad.

Los métodos para retrasar el proceso de desarrollo de
las plantas que comprende exponer una planta o parte de la
planta a una o mas enzimas seleccionadas del grupo dJue
consiste de hidratasa de nitrilo, amidasa, asparaginasa, O
una mezcla de las mismas, en donde dichas una o méds enzimas
son expuestas a la planta o parte de la planta en una
cantidad o a un nivel de actividad enzimadtica suficiente
para retrasar el proceso de desarrollo de las plantas son

también comprendidas por la presente 1invencidn. Por

24



17

ejemplo, las células completas que producen, son inducidas
a producir, o son genéticamente modificadas para producir
una o mas de las enzimas anteriores (es decir, hidratasa de
nitrilo, anidasa y/o asparaginasa) pueden usarse en 1los
métodos para retrasar el proceso de desarrollo de las
plantas. En forma alternativa, la hidratasa de nitrilo,
amidasa, y/o asparaginasa pueden ser aisladas, purificadas
0 semipurificadas a partir‘ de cualguiera de ‘las células
anteriores y expuestas a la planta o parte de la planta en
una forma mas aislada. Véase, por ejemplo, Goda et al.
(2001) J. Biol. Chem. 276:23480-23485; Nagasawa et al.
(2000) FEur. J. Biochem. 267:138-144; Soong et al. (2000)
Appl. Environ. Microbiol. 66:1947-1952; Kato et al. (1999)
Eur. J. Biochem. 263:662-670, que se incorporan en la
presente a modo de referencia en su totalidad. La persona
versada en el arte advertird, ademds, que un solo tipo
celular puede ser capaz de producir (o ser inducido o
genéticamente modificado para producir) més de una de las
enzimas de la invencién. Dichas células son adecuadas para
el uso en los métodos y aparatos revelados.

Las secuencias de nuclebétidos y de aminodcidos para
varias hidratasas de nitrilo, amidasas y asparaginasas a
partir de varios organismos son divulgadas en las bases de
datos de secuencias disponibles al publico. Una lista no
limitativa de 1las hidratasas de nitrilo y amidasas
alifaticas representativas conocidas en el arte se
establece en las Tablas 1 y 2 vy en el listado de
secuencias. El “puntaje de la proteina” referido en las
Tablas 1 y 2 provee un panorama de los intervalos de
confianza porcentuales (% de intervalo de confianza) de la
identificacién de las proteinas aisladas sobre la base de

los datos de espectroscopia de masa data.

A



Tabla 1: Informacidén de secuencia de aminodcido para

hidratasas de nitrilo representativas

Organismo

fuente

Acceso N.°

Identificador

de secuencia

Puntaje de
secuencia (% de

intervalo de

confianza)

Rhodococcus sp. 806580 SEQ ID NO:1 100%
Nocardia sp. 27261874 SEQ ID NO:2 100%
Rhodococcus 49058 SEQ ID NO:3 100%
rhodochrous ‘

Bacteria no 27657379 SEQ ID NO:4 100%
cultivada
(BD2) ;
subunidad beta
de
hidratasa de
nitrilo _

Rhodococcus sp. 806581 SEQ ID NO:5 100%
Rhodococcus 581528 SEQ ID NO:6 100%
rhodochrous
Bacteria no 7657369 SEQ ID NO:7 100%

cultivada
(SP1);
subunidad alfa
de
hidratasa de

nitrilo
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Tabla 2: Informacidn de secuencia de aminodcido para

amidasas alifdticas representativas.

Organismo Acceso No. Identificadox Puntaje de
fuente de secuencia |secuencia (% de
intervalo de
confianza)
Rhodococcus 62461692 SEQ ID NO:8 100%
rhodochrous
Nocardia 54022723 SEQ ID NO:9 100%
farcinica I1FM
10152
Pseudomonas 15598562 SEQ ID NO:10 98, 3%
aeruginosa .
PAO1
Helicobacter 15611349 SEQ ID NO:11 99, 6%
pylori JS9
Helicobacter 2313392 SEQ D NO:12 97,7%
pylori 26695
Pseudomonas 150980 SEQ ID NO:13 94%
aeruginosa
En general, cualquier célula bacteriana, fungica,

vegetal o

producir

cualgquier combinacidén de las mismas

practica de

amidasa, y/o

constitutiva en

particular
vegetal o

célula puede

animal

hidratasa de

una

(por

célula

capaz de

invencién.

asparaginasa

ejemplo,
animal) o,

producir la

nitrilo,

puede
célula

una bacteria,

producir o ser

amidasa,

Una hidratasa

a partir de

en forma

enzima o}

producirse

hongo,

enzimas

inducida a

asparaginasa o
se puede usar en la

de nitrilo,

en forma

un organismo

célula

alternativa, una

deseadas

solamente después de la “induccién” con un agente inductor
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adecuado. “En forma constitutiva” hace referencia a que al
menos una enzima de la invenciédén es producida o expresada
continuamente en un tipo celular particular. Otros tipos
celulares, no obstante, pueden necesitar ser “inducidos”,
como se describe con anterioridad, para expresar hidratasa
de nitrilo, amidasa, y/o asparaginasa a una cantidad o
nivel de actividad enzimdtica suficiente para retrasar el
proceso de desarrollo de  las plantas de interés. Es decir,
una enzima de la invencidén puede sdlo ser producida (o
producida a niveles suficientes) después de la exposicidn
a, o tratamiento con, un agente inductor adecuado. Dichos
agentes inductores .son conocidos en el arte y se resaltaron
en parrafos anteriores. Por ejemplo, en ciertos aspectos de
la invencidn, dichas una o méds bacterias son tratadas con
un agente inductor tal como asparagina, glutamina, cobalto,
urea, o cualguler mezcla de las mismés, mas particularmente
una mezcla de asparagina, cobalto y urea. Asimismo, como se
revela en la solicitud estadounidense pendiente No.
11/669.011, intitulada “Induction and Stabilization of
Enzymatic Activity in Microorganisms”, presentada el 30 de
enero de 2007, la actividad de asparaginasa I puede ser
inducida en Rhodococcus rhodochrous DAP 96622 (Gram
positiva) o Rhodococcus sp. DAP 96253 (Gram-positiva), en
medio complementado con amida que contiene aminoacidos, ©
sus derivados. Otras cepas de Rhodococcus también pueden
ser preferentemente inducidas de manera similar para
exhibir actividad enzimdtica de asparaginasa I utilizando
amida que contiene aminodcidos, o sus derivados.

En otros ‘aspectos de la invencidén, la P. chloroaphis
(Depbdsito en ATCC N.° 43051), que produce actividad de
asparaginasa I en presencia de asparagina, y la B.

kletoglutamicum (Depdésito en ATCC No. 21533), una bacteria
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Gram-positiva que también ha demostrado producir actividad
de asparaginasa, se usan en los métodos divulgados. Las
células fungicas, tales como aquellas del género Fusarium,
las células vegetales vy las células animales gue expresan
una hidratasa de nitrilo, una amidasa y/o una asparaginasa,
también se pueden usar en los métodos y aparatos revelados
en la presente, ya sea como células completas o como una
fuente a partir de la cual se aislan una o mas de las
enzimas anteriores.

En formas de realizacién adicionales, las células
huésped que han sido genéticamente manipuladas para
expresar una hidratasa de nitrilo, amidasa y/o asparaginasa
se pueden usar para exponérse a una planta o parte de 1la
planta de acuerdo con los presentes métodos y aparatos para

retrasar el proceso de desarrollo de las plantas. En forma

‘especifica, un polinucledtido que codifica una hidratasa de

nitrilo, amidasa o) asparaginasa (o polinucledtidos
maltiples, cada uno de los cuales codifica una hidratasa de
nitrilo, amidasa o asparaginasa) puede ser introducido por
medio de técnicas estandares de biologia molecular en una
célula huésped para producir una célula transgénica que
expresa una o mas de las enzimas de la invencidn. El uso de
los términos “polinucledtido”, “constructo de
polinucledétido”, “nucledtido”, o “constructo de nucledbtido”
no han de limitar la presente invencidn a los
polinucledétidos o nucledétidos que comprenden ADN. Las
personas versadas en el arte advertiran que los
polinucledtidos y nucledétidos pueden comprender
ribonucledétidos y combinaciones de ribonucledtidos vy
desoxirribonucledtidos. Dichos desoxirribonucledétidos vy
ribonucleétidos incluyen tanto moléculas de ocurrencia

natural como andlogos sintéticos.

29



22

Los polinucledtidos de la invencién también comprenden
todas las formas de secuencias gque 1incluyen, mas no se
limitan a, formas monocatenarias, formas bicatenarias vy
similares.

Las variantes vy fragmentos de polinucledtidos que
codifican polipéptidos que.retienen la actividad enzimatica
deseada (es decir, actividad dé hidratasa de nitrilo,
amidasa o asparaginasa) también se pueden usar en la
practica de la 1invencidn. Por ‘“fragmento” se hace
referencia a una parte del polinuclebdtido vy, por ende,
también codifica una parte de la correspondiente proteilna.
Los polinucleétidos que son fragmentos de una secuencia de
nucledtidos enzimatica en geheral comprenden al menos 10,
15, 20, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450,
500, 550, 600, 650, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300,
o 1400 nucleétidos contiguos, o hasta el numero de
nucledtidos presentes en una secuencia de polinucledtidos
enzimatica de longitud completa. Un fragmento de
polinucledétido codifica un polipéptido con una actividad
enzimdtica deseada y, en general, codifica al menos 15, 25,
_30, 50, 100, 150, 200 &6 250 aminoacidos contiguos, © hasta
el numero total de aminodcidos presentes en una secuencia
de aminoédcidos enzimdtica de longitud completa de la
invencidn. “Variante” hace referencia a secuencias
sustancialmente similares. En general, las variantes de una
secuencia enzimdtica particular de la invencidén tiene al
menos alrededor del 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
o mas de identidad de secuencia con la secuencia enzimdtica
de referencia, como lo determinan programas de alineacidn
de secuencias estandares. Los polinucledétidos variantes

englobados por la invencién codifican polipéptidos con la



actividad enzimatica deseada.

Como se usa en el contexto de produccién de células
transgénicas, el término “introducir” hace referencia a
presentar a una célula huésped, particularmente un
microorganismo tal como Escherichia coli, con un
polinucledétido que codifica una hidratasa de nitrilo, una
amidasa vy/o una asparaginasa. En algunas formas de
realizacién, el polinucledétido se presenta de manera tal
gque la secuencia gana acceso al interior de una célula
huésped, con inclusidén de su potencial inserciédn en el
genoma de la célula huésped. Los métodos de la invencidédn no
dependen de un método particular para introducir una
secuencia en una célula huésped, solamente que el
polinucledétido gana acceso al interior de al menos una
célula huésped. Los métodos para introducir polinucledtidos
en células huésped son conocidos en el arte con inclusidn,
mas sin limitarse a, métodos de transfeccidn estable,
métodos de transfeccidén transitoria y métodos mediados por
virus. “Transfeccidén estable” hace referencia a que el
constructo de polinucledétido introducido en wuna célula
huésped se integra en el genoma del huésped y es capaz de
ser heredado por la progenie del mismo. “Transfeccidn
transitoria” o Y“expresidn transitoria” hace referencia a
gue un polinucledétido es introducido en la célula huésped
pero no se integra en el genoma del huésped.

Asimismo, la secuencia nucleotidica de hidratasa de
nitrilo, amidasa o asparaginasa puede estar contenida en,
por ejemplo, un plasmido para introduccién en la célula
huésped. Los plédsmidos de interés tipicos incluyen vectores
que tienen sitios de <clonacién definidos, origenes de
replicacién y marcadores seleccionables. El plasmido puede

incluir, ademés, secuencias de iniciacidén de transcripcidn
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y traduccién y terminadores de transcripcién y traduccidn.
Los pléasmidos también pueden incluir casetes de expresidn
genéricos gque contienen al menos una secuencia terminadora
independiente, secuencias que permiten la replicacidén del
casete en eucariotas o procariotas, o ambas, (por ejemplo,
vectores lanzadera) y marcadores de seleccidn para 1los
sistemas tanto procaridticos como eucariodticos. Los
vectores son adecuados para la replicacidén e integracidn en
procariotas, ecuariotas o -de manera Optima- ambas. Para
las descripciones generales de sistemas y métodos de
clonacién, envasado y expresidén, véase Giliman y Smith
(1979) Gene 8:81-97; Roberts et al. (1987) Nature 328:731-
734; Berger vy Kimmel (1989) Guide to Molecular Cloning
Techniques, Methods in Enzymology, Vol. 152 (Academic
Press, Inc., San Diego, California); Sambrook et al. (1989)
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Vols. 1-3 (2d ed;
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, New York);
y Ausubel et al., eds. (19%94) Current Protocols in
Molecular Biology, Current Protocols (Green Publishing
Associates, Inc., y John Wiley & Sons, Inc., New York; 1994
Supplement). Las células huésped transgénicas que expresan
una o mas de las enzimas de la invencién pueden ser usadas
en los métodos y aparatos revelados como células completas
o como una fuente bioldgica a partir de la cual una o méas
enzimas de la invencién pueden ser aisladas.

Los aparatos para retrasar el proceso de desarrollo de
las plantas y para realizar los métodos de la invenciédn
también son provistos. En formas de realizacién
particulares, un aparato para retrasar el proceso de
desarrollo de las plantas, particularmente maduracidn de
frutas, que incluye un catalizador que comprende una O mas

bacterias seleccionadas del grupo que consiste de
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Rhodococcus spp., Pseudomonas chloroaphis, Brevibacterium
ketoglutamicum, y mezclas de las mismas, esta comprendido
por la presente invencidn.

La cepa de Rhodococcus rhodochrous DAP 96253, cepa de
Rhodococcus sp. DAP 96622, Rhodococcus erythropolis, o©
mezclas de las mismas pueden ser usadas en clertos aspectos
de la invencién. Dichas una o mads bacterias de un aparato
de la invencidén se proveen en una cantidad suficiente para
retrasar el proceso de desarrollo de las plantas de
interés, como se definid en la presente con anterioridad.
En otros aspectos de la invencidn, el catalizador comprende
una o mas enzimas (es decir, hidratasa de nitrilo, amidasa,
y/o asparaginasa) en una cantidad o a un nivel de actividad
enzimdtica suficiente para retrasar un  proceso de
desarrollo de las plantas. Las fuentes de las enzimas
deseadas para uso como catalizador en los aparatos de la
invencidn también se describieron en detalle con
anterioridad. Por ejemplo, el catalizador se puede usar en
la forma de células completas que producen (o son inducidos
o genéticamente modificados para producir) una © mas de las
enzimas de la invencién o puede comprender la(s) enzima(s)
en si misma(s) en una forma aislada, purificada o semi-
purificada.

Los aparatos para retrasar el proceso de desarrollo de
las plantas comprendidos por -la presente invencidn pueden
estar provistos en una variedad de formatos adecuados ¥y
pueden ser apropiados para uso unico o usos multiples (por
ejemplo, “recargables”). Asimismo, los aparatos de la
invencidn encuentran uso tanto en establecimientos
residenciales como comerciales. Por ejemplo, dichos
aparatos pueden ser integrédos en refrigeradores

residenciales o comerciales, incluidos en trenes, camiones,
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etc. para el transpbrte a larga distancia de frutas,
verduras o flores, o usados como cabinas individuales para
el almacenamiento o transporte de dichos productos
vegetales. Los aparatos no limitativos a modo de ejemplo de
la invencién se describen en la presente a continuacidn vy
se ilustran en las Figuras 1-4.

En formas de realizacidn particulares, el catalizador
se provee en un formato inmovilizado.

Cualquier ©proceso o matriz para inmovilizar el
catalizador se puede usar siempre que la habilidad de
dichas una o mas bacterias (o enzimas) para retrasar el
proceso de desarrollo de las plantas sea retenida. Por
ejemplo, el catalizador puede ser inmovilizado en una
matriz que comprende alginato (por ejemplo, alginato de
calcio), carragenano, DEAE-celulosa, o poliacrilamida.

Otras matrices son conocidas en el arte y pueden ser

entrecruzadas ademas con cualquier agente de
entrecruzamiento, que incluye, mas no se limita a
glutaraldehido o ©polietilenimina, ' para incrementar la

fuerza mecénica de la matriz del cétalizador. En un aspecto
de la invencién, el catalizador es inmovilizado en una
matriz de DEAE-celulosa entrecruzada con glutaraldehido. El
catalizador, particularmente el catalizador en forma
inmovilizada puede presentér ademads como un “elemento de
médulo catalizador”. Un elemento de mdédulo catalizador
comprende un catalizador, tal Ccomo un catalizador
inmovilizado, en una estructura adicional que, por ejemplo,
reduce el contacto potencial con el catalizador, facilita
el reemplazo del catalizador, o permite que fluya aire a
través del catalizador.

En una forma de realizacidén, la matriz comprende

alginato, o sus sales. El alginato es un copolimero lineal
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con blogues homopoliméricos de B-D-manuronato (M) (1-4) -
enlazado y sus residuos de epimero C-5 a-L-guluronato (G),
respectivamente, enlazados en forma covalente en diferentes

secuencias o bloques. Los mondmeros pueden aparecer en

bloques homopoliméricos de G-residuos consecutivos (G-
blogues), M-residuos consecutivos (M-bloques), M- y G-
residuos alternados (MG-blogues), o bloques organizados de

manera aleatoria., En una forma de realizacidn, el alginato
de calcio se usa como el substrato, méds particularmente, el
alginato de calcio gque ha sido entrecruzado, tal como con
polietilenimina, para formar un substrato de alginato de
calcio endurecido. La descripciédn adicional de dichas
técnicas de inmovilizacidén se pueden encontrar en Bucke
(1987) “Cell Immobilization in Calcium Alginate” en Methods
in Enzymology, Vol. 135(B) (Academic Press, Inc., San
Diego, California; Mosbach, ed.), que se incorpora en la
presente a modo de referencia. Un método ejemplificativo de
inmovilizacidén gue usa alginato de calcio entrecruzado con
polietilenimina también se describe a continuacién en el
Ejemplo 5. En otra forma de realizaciédn, la matriz
comprende un polimero que contiene amida. Cualquier
polimero que comprende uno o mas grupos amida podria ser
usado de acuerdo con la invencién. En wuna forma de
realizacidn, el substrato comprende un polimero de
poliacrilamida.

La fuerza mecénica incrementada de una matriz
catalizadora inmovilizada puede ser alcanzada a través de
entrecruzamiento. Por ejemplo, las células pueden ser
entrecruzadas de manera quimica para formar aglutinaciones
de células. En una forma de realizacidén, las células
cosechadas son entrecruzadas usando glutaraldehido. Por

ejemplo, las células se pueden suspender en una mezcla de
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agua desionizada y glutaraldehido seguido de la adicidén de
polietilenimina hasta que se alcance la maxima floculacidn.
Las células entrecruzadas (por lo general en la forma de
particulas formadas de un numero de células) pueden ser
cosechadas por filtracién simple. La descripcién adicional
de dichas técnicas se provee en Lépez-Gallego et al. (2005)
J. Biotechnol. 119;70-75, gue se incorpora en la presente a
modo de referencia en su totalidad. Un protocolo general
para la inmovilizacidén de células, particularmente células
Rhodococcus spp. en DEAE-celulosa entrecruzada con
glutaraldehido también se destaca a continuacién en el
Ejemplo 4.

En ciertos aspectos'de la invencidén, el catalizador
inmovilizado o uno o més elementos de médulos catalizadores
se colocan en, colocan sobre, o se unen a una “estructura
fisica”. La estructura fisica incluye, mas no se limita a,
una pelicula, una lamina, una capa de revestimiento, una
caja, saco, bolsa, o camara ranurada capaz de alojar uno o
mas elementos de médulos catalizadores. En ciertas formas
de realizacidn, la estructura fisica comprende un
contenedor adecuado para el transporte o almacenamiento de
frutas, verduras o flores. La estructura fisica puede
comprender, ademas, mé&s de una estructura individual, por
lo cual todas las estructuras individuales se conectan a un
catalizador central o elemento de mdédulo catalizador. Una
estructura fisica descrita en la presente con anterioridad
puede ser refrigerada, de manera opcional, por medios
externos, o comprender una unidad de refrigeracidén dentro
de la estructura fisica en Si misma.

Los elementos para monitorear la eficacia del
catalizador para'retrasar el proceso de desarrollo de las

plantas de 1interés (por ejemplo, evaluar cuando el
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catalizador o mdbdulo catalizadér deberia ser reemplazado) o
para medir o controlar el flujo de aire, contenido de
humedad y niveles de didéxido de carbono, pueden ser
incluidos en forma opcional en un aparato de la invencidn.
Cualqguier aparato para retrasar el proceso de desarrollo de
las plantas puede comprender, ademds, uno o més elementos
para permitir el flujo de aire hacia o a través del
catalizador o elemento de mdédulo catalizador. La persona
versada en el arte advertird con facilidad otras posibles
modificaciones a los aparatos descritos en la presente para
monitorear y controlar las condiciones atmosféricas (por
ejemplo, flujo de aire, humedad vV niveles de didxido de
carbono) del catalizador, el elemento de médulo
catalizador, o la estructura fisica. Las condiciones tales
como temperatura, composicién atmosférica (por ejemplo,
humedad relativa, niveles de 0, y CO,, tensidén fisica, luz,
tensién gquimica, radiacidén, tensidén de agua, reguladores de
crecimiento, y ataque de patdgenos juegan un rol importante
en las velocidades de respiracidén e impactan de manera
significativa la vida util de frutas, verduras y flores, y
otros productos vegetales relacionados. Si bien 1la
temperatura y las condiciones atmosféricas para
almacenamiento varian dependiendo de la fruta, verdura u
otro producto vegetal de interés, las temperaturas de
almacenamiento recomendadas por lo general se encuentran en
el rango de alrededor de 0 °C a alrededor de 20 °C con
niveles de 0, y CO; en los rangos aproximados de 1-10% y O-
20%, respectivamente. Una humedad relativa de alrededor del
50% a alrededor del 100%, particularmente 85% a alrededor
del 95%, mas particularmente alrededor del 90% a alrededor
del 95% es recomendada en géneral para el almacenamiento de

frutas, verduras y productos vegetales relacionados. Dada



la correlacién significativa entre la velocidad de
respiracién y vida util de los productos vegetales, el
control de 1los factores anteriores es importante para
retrasar el deterioro  de dichos productos. Por
consiguiente, un barredor de diéxido de carbono puede ser
provisto en el aparato para reducir el contenido de didxido
de carbono.

En formas de realizacidn particulares de la invencién,
se proveen aparatos catalizadores permeables al aire para
retrasar el proceso de desarrollo de las plantas que
comprenden multiples capas.

Por ejemplo, como se ilustra en la Figura 1, un
aparato catalizador 10 puedé incluir capas exteriores 12 vy
14 y una capa catalizadora intermedia 16 ubicada entre las
capas exteriores 12 y 14. La capa catalizadora 16 comprende
una o mas bacterias (por ejemplo, Rhodococcus spp.,
Pseudomonas chloroaphis, Brevibacterium ketoglutamicum, Yy
mezclas de las mismas) o enzimas (una hidratasa de nitrilo,
amidasa, asparaginasa, y mezclas de las mismas), en donde
dichas una o mas bacterias o enzimas se proveen en una
cantidad suficiente para retrasar el proceso de desarrollo
de las plantas de interés, y una tercera capa. En esta
forma de realizacidn, una o mds de las capas exteriores 12
y 14 proveen integridad estructural al aparato catalizador
10. Las capas exteriores 12 y 14 por lo general permiten el
flujo de aire a la capa catalizadora 16 si bien -en algunas
formas de realizacidn- puede ser ventajoso tener una capa
exterior gue no sea permeable.al aire, por ejemplo, si el
aparato forma el costado de la caja y existe el deseo de no
permitir que la capa mds exterior de la caja exponga la
capa catalizadora al ambiente. E1l aparato catalizador 10

puede proveerse en bolsas o sacos reutilizables o no
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reutilizables de acuerdo con la invencién. En una forma de
realizacién, la capa catalizadora 16 comprende células
Rhodococcus spp., particularmente la cepa de Rhodococcus
rhodochrous DAP 96253, cepa de Rhodococcus sp. DAP 96622,
Rhodococcus erythropolis, o mezclas de las mismas. Las
células bacterianas utilizadas como catalizador en un
aparato de la invencidn pueden ser inducidas con uno o mas
agentes inductores (por ejemplo, asparagina, glutamina,
cobalto, urea, o una mezcla de las mismas), como sSe
describid en detalle con anterioridad.

Las Figuras 2A-2C ilustran aparatos alternativos de
acuerdo con la invencién para retrasar el proceso de
desarrollo de las plantas. Estos aparatos comprenden
maltiples capas, en donde una o mas de las capas son
extraibles. Como se ilustra en la Figura 2A, el aparato
puede incluir una capa estfuctural permeable al aire 22 y
una capa catalizadora 24. Las capas extraibles 26 y/o 28
pueden estar provistas a lo largo de la capa estructural 22
y/o la capa catalizadora 24 y por lo general estéan
destinadas a ser extraidas antes de usar o activar el
catalizador. En ciertos aspectos de lé invencidn, la
extraccidén de las capas extraibles 26 y 28 exponen un
adhesivo que facilita la colocacién o ajuste de la
estructura catalizadora a una estructura fisica separada.
La Figura 2B ilustra una forma de realizacidén alternativa
en donde el aparato 30 incluye dos capas estructurales
permeables al ailre 32 'y 34, una capa catalizadora
intermedia 36 y una capa extraible 38. La Figura 2C ilustra
otra forma de realizacidén en donde el aparato 40 incluye
dos capas estructurales permeables al aire 42 y 44, una
capa catalizadora intermedia 46 y dos capas extraibles 48 y

50.
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Las Figuras 3A-3B ilustran una forma de realizacidn
alternativa 60 en donde el catalizador se destina al
interior de un contenedor tal como una caja de cartdn. Como
se ilustra en la Figura 3A, un costado 62 del contenedor
incluye una capa catalizadora 64 unida al mismo a través
del uso de una capa adhesiva 66. Una pelicula desprendible
68 puede ser provista adyacente a la capa catalizadora 64
para proteger la capa catalizadora de la exposicidén al
ambiente. La pelicula desprendible 68 puede ser extraida
para activar el catalizador en la capa catalizadora 64 al
exponer el catalizador a una parte de la planta prévista en
el contenedor para retrasar asi el proceso indeseado de
desarrollo de las plantas.

La Figura 3B ilustra una estructura catalizadora 70
antes de unir la estructura catalizadora al interior de un
contenedor de la manera ilustrada en la Figura 3A. Ademas
de la capa catalizadora 64, la capa adhesiva 66, y la
pelicula desprendible 68, la estructura catalizadora 70
incluye una pelicula desprendible adicional 72. La pelicula
desprendible 72, como la pelicula desprendible 68, protege
la estructura catalizadora 70 cuando es envasada,
transportada o almacenada. La pelicula desprendible 72
puede ser extraida para exponer la capa adhesiva 66 para
permitir que la estructura catalizadora 70 se wuna al
interior del contenedor de la manera ilustrada en la Figura
3A.

La Figura 4 ilustra una estructura catalizadora 80 que
incluye dos ranuras 82 vy 84 para recibir wun casete
catalizador (por ejemplo casete 86). El casete catalizador
86 es permeable al aire y puede ser insertado con facilidad
en -o ser extraido de- la ranura 84. Por ende, el casete

catalizador 86 puede ser reemplazado con facilidad si se
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desea un casete catalizador nuevo para uso en la estructura
catalizadora 80. El <casete <catalizador 86 incluye un
catalizador tal como el descrito en la presente y dque es
preferentemente inmovilizado en una matriz. La estructura
catalizadora 80 puede incluir superficies permeables al
aire opuestas 88 y 90 de manera tal que las pantallas de
malla permitan que el aire fluya a través del casete
catalizador 86. La estructura catalizadora 80 puede, en
formas de realizacidén alternativas, incluir solamente una
superficie permeable al aire, dos superficies permeables al
aire no opuestas o més de dos superficies permeables al
aire, como lo ha de entender la persona versada en el arte.
Si bien la Figura 4 incluye dos ranuras 82 y 84 para
recibir un casete catalizédor (por ejemplo casete 86), la
persona versada en el arte entendera que la estructura
catalizadora 80 podria incluir una o mas ranuras para
recibir un casete. La estructura catalizadora 80 puede ser
provista dentro de un contenedor usado para transportar una
parte de una planta tal como fruta o flores, o puede estar
unida a un contenedor, por ejemplo, mediante el uso de una
capa adhesiva, como se discute en la presente.

Los presentes métodos y aparatos se pueden usar para
retrasar el proceso de desarrollo de 1las plantas de
cualquier planta o parte de la planta de interés. En las
formas de realizacidn particulares, los métodos y aparatos
de la invencién estédn dirigidos a retrasar la maduracién y
la parte de la planta es una fruta (climatérica o no
climatérica), verdura o cualquier otra parte de la planta
sujeta a maduracidén. La persona versada en el arte reconoce
que las “frutas climatéricas” exhiben un aumento repentino
de la produccién de etileno durante la maduracidén de la

fruta, mientras que en general se cree que las “frutas no
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climatéricas” no experimentan un incremento significativo
en la Dbiosintesis de etileno durante el proceso de
maduracioén. Las frutas, verduras y otros productos
vegetales de interés, a modo de ejemplo, incluyen, mas no
se limitan a: manzanas, damascos, biriba, fruta de pan,
chirimoya, feijoa, higo, guayaba, Jjaca, kiwi, Dbananas,
duraznos, aguacates, manzanas, cantalupos, mangos, melones
almizclefios, mandarinas, caqui, zapote, guanébana,
aceitunas, @papaya, maracuyd, peras, ciruelas, tomates,
morrones, arandanos, cacao, castafias de caju, pepinos,
moras, limones, limas, pimientos, cerezas, naranjas, uvas,
anands, frutillas, melones, tamarillos y nueces.

En otros aspectos d€ la invencidén, los métodos vy
aparatos se dirigen a retrasar la senescencia de las
flores, marchitamiento, abscisidén, o cilerre de pétalos.
Cualguier flor se puede wusar en la practica de la
invencién. Las flores ejemplificativas de interés incluyen,
mas no se limitan a, rosas, claveles, orquideas, verdolaga,
malva y begonias. Las flores cortadas, mé&s particularmente
las flores cortadas importantes a nivel comercial como
rosas y claveles, son de particular interés. En ciertas
formas de realizacidén, las flores que son sensibles a
etileno se usan en la préactica de la invencién. Las flores
sensibles a etileno incluyen; mas no se limitan a, flores
del género Alstroemeria, Aneomone, Anthurium, Antirrhinum,
Aster, Astilbe, Cattleya, Cymbidium, Dahlia, Dendrobium,
Dianthus, Eustoma, Freesia, Gerbera, Gypsophila, Iris,
Lathyrus, Lilium, Limonium, Nerine, Rosa, Syringa, Tulipa y
Zinnia. Las flores sensibles a etileno representativas
también incluyen aquellas de las familias Amarylidaceae,
Alliaceae, Convallariaceae, Hemerocallidaceae,

Hyacinthaceae, Liliaceae, Orchidaceae, Alzoaceae,
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Cactaceae, Campanulaceae, Caryophyllaceae, Crassulaceae,
Gentianaceae, Malvaceae, Plumbaginaceae, Portulacaceae,
Solanaceae, Agavacaea} -‘Asphodelaceae, Asparagaceae,
Begoniaceae, Caprifoliaceae, Dipsacaceae, Euphorbiaceae,
Fabaceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Onagraceae, Saxifragaceae y
Verbenaceae. Véase, por ejemplo, Van Doom (2002) Annals of
Botany 89:375-383; Van Doom (2002) Annals of Botany 89:689-
693; y Elgar (1998) “Cut Flowers and Foliage - Cooling
Requirements and Temperature Management” en el sitio
hortnet.co.nz/publications/hortfacts/hf305004.htm (accedido
por ultima vez el 20 de marzo de 2007), que se incorporan
en la presente a modo de referencia en su totalidad. Los
métodos y aparatos para retrasar abscisién de hojas también
estédn comprendidos por la presente invencidén. Existe un
interés comercial significativo en las industrias de las
plantas, frutas, verduras y flores en 1los métodos y
aparatos para regular los procesos de desarrcllo de las
plantas tales como maduracidn, senescencia y abscisidn.

La persona versada en el arte reconocera, ademas, que
cualguiera de los métodos o aparatos revelados en la
presente pueden ser compbinados con otros métodos y aparatos
para retrasar el proceso de desarrollo de las plantas,
particularmente aquellos procesos generalmente asociados
con la biosintesis incrementada de etileno (por ejemplo,
maduracién de frutas/verduras, senescencia de flores, y
abscisién de hojas). Ademds, como se describidé en 1los
parrafos anteriores, la produccidén incrementada de etileno
ha sido observada durante el ataque de las plantas o partes
de las plantas por parte de organismos patogénicos. Por
consiguiente, los métodos y aparétos de la invencién pueden
encontrar uso, ademas, en mejorar la respuesta de la planta

a los patdgenos.
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Los . siguientes ejemplos se proveen a modo de

ilustracidédn mas no de limitaciédn:

EXPERIMENTACION
La presente invencidén serd descrita con referencia
especifica a los varios ejemplos. Los siguientes ejemplos
no estdn destinados a limitar la invencidén sino que, en
canmbio, se proveen como formas de realizacidn

ejemplificativas.

Ejemplo 1: Maduracidn retrasada de frutas después de la

exposicidédn a Rhodococcus spp. inducida

Las células Rhodococcus spp. inducidas con asparagina,
acrilonitrilo, o acetonitrilo fueron inmovilizadas en una
matriz entrecruzada con glutaraldehido de DEAE-celulosa.
Los métodos para inducir células y preparar la matriz
anterior se describen en méyor detalle a continuacién en la
presente.

La matriz catalizadora de DEAE-celulosa entrecruzada
fue colocada en tres bolsas de papel separadas
(aproximadamente 1-2 gramos por peso humedo del paquete de
células por Dbolsa), cada bolsa conteniendo bananas,
duraznos o aguacates no maduros. Como controles negativos,
las mismas frutas fueron colocadas en bolsas de papel
separadas, en ausencia de la matriz catalizadora. Las
bolsas de papel fueron retenidas a temperatura ambiente, y
los productos fueron observados diariamente para advertir
signos de maduracidén y degradacidn.

Todos los productos expuestos a la matriz catalizadora
exhibieron retrasos significativos en la maduracidn. En
particular, la firmeza y la integridad de la céascara de los

duraznos se mantuvieron mads tiempo en presencia de la
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matriz catalizadora. De manera similar, con las bananas, se
retrasd la aparicidén de manchas marrones, y la firmeza se

mantuvo mas tiempo en relacidédn con los controles negativos.

Ejemplo 2: Protocolos generales de fermentacidn e induccidn

Proceso de fermentaciodn

Los sigulientes protocolos generales y medios de
cultivo fueron utilizados para la fermentacidén de las cepas
de Rhodococcus spp. ., Rhodococcus sp. DAP 96622 Y
Rhodococcus rhodochrous DAP 96523 para wuso en otros
experimentos: ‘

Los recipientes de fermentacidén se configuraron con
sondas para medir el oxigeno disuelto del (DO 1inglés,
Dissolved Oxygen) y pH, asi como también con dispositivos

de toma de muestras para medir la concentracidén de glucosa

(fuera de linea). Se usaron puertos adicionales para
agregar correctores (por ejemplo, acido, base o)
antiespuma), inductores, nutrientes y suplementos. Se

esterilizaron los recipientes previamente limpiados en el
lugar. Se usdé un medio de base adecuado (1 o 1,5X) R2A o
R3A. Los componentes especificos de estos medios de cultivo
se establecen a continuaciédn. Se realizaron <cilertas
sustituciones a los contenidos de los medios en ciertos
experimentos. Por ejemplo, a veces se usd Proflo® (Trader's
Protein, Memphis, TN) en lugar de la proteosa peptona y/o
dcidos casamino. Ademéds, ‘en cilertos experimentos, se usd
Hy- Cotton 7803® (Quest International, Hoffman Estates,
IL), hidrosilato de semilla de algoddn, hidrosilato de
semilla de algoddédn ultrafiltrado (Marcor Devolpment Corp.,
Carlstadt, NJ) en lﬁgar de Proflo® (Trader's Protein,
Memphis, TN} .

Un perfil de alimentacidén para provisidédn de nutrientes
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fue fijado para reemplazar gradualmente el medio de base
R2A o R3A con un medio mas rico, a saber 2X YEMEA, cuyos
componentes también se describen en mayor detalle a
continuacién. Otros suplementos nutrientes opcionales
incluyeron maltosa 50% (p/v) y dextrosa 50% (p/v).

Los productos comerciales que contienen equivalentes
de dextrosa (glucosa, maltosa y polisacaridos superiores)
se usaron a veces en lugar de maltosa y dextrosa.

Se prepararon los inoculantes a partir de los cultivos
de las cepas Rhodococcus sp. DAP 96622 y Rhodococcus
rhodochrous DAP 96523 en un medio sdélido adecuado y se
incubaron a su temperatura apropiada (por ejemplo, 30 °C).
En formas de realizacidén particulares, las células se
cultivaron en placas de agar YEMEA durante 4-14 dias,
preferentemente 7 dias.

En forma alternativa, se prepararon los inoculantes a
partir de concentrados celulares congelados de tandas de
fermentacidén previas. Los concentrados celulares se
prepararon tipicamente a una concentracidén de 20X por sobre
la presente en el fermentador. Ademéds, el 1inoculante se
prepard a veces a partir de un medio bifdsico adecuado (es
decir, una combinacién de medio liquido cubriendo un medio
sbélido de la misma composicién o una diferente). Cuando se
usd un medio bifédsico, el medio generalmente contenia YEMEA
tanto en las capas liquidas como en las capas sdélidas.

Para la induccién de hidratasa de nitrilo, a t=0 hora,
se agregd CoCl, 6H,O estéril 'y urea para alcanzar
concentraciones de 5-200 ppm de CoCl, v 750 mg/1-10 g/l de
urea, generalmente preferido 10-50 ppm CoCl, y 7500 mg/l -
7,5 g/1 de urea. En una forma de realizacidén particular, se
agregd urea y/o cobalto nuevamente durante la fermentacidn.

Por ejemplo, se agregd un volumen equivalente de urea
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y 150 ppm CoCl, a 4 - 6 horas o a 24 - 30 horas. Ademas de
urea, se agregd una concentracidén final de 300 - 500 ppm de
acrilonitrilo/acetonitrilo o 0,1 M - 0,2 M asparagina, por
pasos o0 a una velocidad constante, comenzando en varios
momentos. Las tandas de fermentaciédn terminaron cuandec la
masa celular y las concentraciones enzimdticas fueron
aceptables, en general a 24-96 horas.

Las células se cosecharon luego mediante cualquier
método aceptable que 1incluye, mas no se limita a
centrifugacién, decantacién o filtracidén por lotes o
continuas. Las células cosechadas fueron resuspendidas a un
volumen concentrado de 20X en un tampdn adecuado tal como
50 mM de solucién salina tamponada en fosfato. (PBS del
inglés, Phosphate Buffered Saline) complementado con el
inductor usado durante. el proceso de fermentacidén. Los
concentrados celulares luego se congelaron, particularmente
por congelamiento répido. Las células congeladas fueron
almacenadas a -20°C -80°C o bajo nitrdégeno liquido, para
uso posterior.

Descripcidén de medio de cultivo
Medio R2A (Ver Reasoner y Geldreich(1985) Appl. Environ.
Microbiol. 49:1-7.)

Extracto de levadura 0, 5g
Proteasa peptona #3 0, 59
Acidos casamino 0, 5g
Glucosa 0, 5g
Almidén soluble 0, 5g
K,HPO, 0, 39
MgSO4° 7H,0 0,05 g
Piruvato de sodio 0, 3g

H,O0 dest o DI 1,0 litro

43



40

Medio R3A (Ver Reasoner y Geldreich, supra)

Extracto de levadura 1,0g
Proteasa peptona #3 1, 0g
Acidos casamino 1, 0g
Glucosa | 1, 0g
Almiddén soluble - 1,0g
K,HPO, 0, 69
MgSO4 7H0 0,1 g
Piruvato de sodio -0, 59
H,0 dest o DI 1,0 litro

Medio YEMEA

1% 2x
Extracto de levadura 4,09 8,09
Extracto de malta 10, 0g 20,09
Glucosa 4,0g 8,0g
H,0 dest o DI 1,0 iitro 1,0 litro

Induccidn

El siguiente protocolo general fue utilizado para la
induccidén de las cepas de Rhodococcus spp., Rhodococcus sp.
DAP 96622 y Rhodococcus rhodochrous DAP 96523:

Se agregaron inductores liquidos volatiles (por
ejemplo, acrilonitrilo/acetonitrilo) en forma volumétrica
como inductores liquidos esterilizados en filtros basados
en la densidad del inducﬁor liguido particular. En el caso
de los inductores s6lidos (por ejemplo,
asparagina/glutamina), .los sélidos se pesaron |y  se
agregaron directamente al medio de cultivo. Los medios

resultantes se autoclavaron. - Cuando se utilizaron
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inductores esterilizados en filtros, el medio de cultivo
solo fue autoclavado y enfriado a 40 °C antes de agregar el
inductor liquido. Las concentraciones tipicas para los
inductores de interés fueron: 500 ppm de
acrilonitrilo/acetonitrilo; 500 ppm de
asparagina/glutamina; y 50 ppm de succinonitrilo. Las
células luego se cultivaron en medios especificos y se
analizaron ademds en cuanto a sus actividades enzimdticas y

biomasa particulares.

Ejemplo 3: Andlisis de biomasa y actividad de hidratasa de

nitrilo, amidasa y asparaginasa en células Rhodococcus spp.

inducidas por asparagina

La biomasa vy actividad de hidratasa de nitrilo,
amidasa y asparaginasa fueron evaluadas en las células
inducidas por asparagina de las cepas de Rhodococcus spp.,
Rhodococcus sp. DAP 96622 y Rhodococcus rhodochrous DAP
96523. Varias modificaciones a los componentes de 1los
medios de cultivo, los métodos de administracidn,
velocidades y concentraciones de asparagina provistos a las
células, y la fuente de las células fueron analizados con
respecto a sus efectos sobre las actividades de las enzimas
anteriores y sobre la biomasa. ‘

Las Secciones A a G de este Ejemplo describen las
especificaciones de cada conjunﬁo de condiciones de
evaluacidén y Dbrindan un resumeﬁ de las actividades

enzimaticas y biomasas obtenidas bajo cada una de las

condiciones especificas.

e . f T . .
A, Como se describid esencialmente con anterioridad en el

Ejemplo 2, un fermentador de 20 litros inoculado usando

|

W9



42

células de Rhodococcus rhodochrous DAP 96253 cosechadas a
partir de medio sdélido fue contihuamente provisto con la
asparagina inductora (120 pl/minuﬁo de una solucién de 0,2
M). Se usdé Hy-Cotton 7803® en lugdr de la proteosa peptona
#3 en el medio R3A descrito con anterioridad. Al_final de
la tanda de fermentacidén, la actividad de la hidratasa de
nitrilo, actividad de amidasa y . biomasa especificas de
acrilonitrilo fueron medidas de afuerdo con las técnicas
estédndares conocidas en el arte. !

Los resultados para la actividad de la hidratasa de
nitrilo, actividad de amidasa y- biomasa se proveen a
continuacién en la Tabla 3, con las actividades provistas
en unidas/mg cdw (peso seco celulér, del inglés cell dry
weight). Una unidad de actividad de' hidratasa de nitrilo se
relaciona con la habilidad ‘parai convertir 1 umol de
acrilonitrilo en su correspondiente amida por minuto, por
miligramo de células (peso seco) a pH de 7,0 y una
temperatura de 30 °C. Una unidad de;actividad de amidasa se
relaciona con la habilidad para:' convertir 1 pmol de
acrilamida en su correspondiente técido por minuto, por
miligramo de células (peso seco), a pH de 7,0 y una
temperatura de 30 °C. Las biomasa se informa como 1las
células agrupadas en g/l cww (pe#o himedo celular, del

inglés cell wet weight).

Tabla 3: Actividades enzimdticas y biomasa de células
Rhodococcus rhodochrous DAP 96523 después de la induccidn

con asparagina

Actividad de Actividad de . Biomasa

hidratasa de - amidasa ‘ (g/1l cww)
nitrilo (unidades/mg/cdwi
(unidades/mg/cdw)
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B. Como se describié esencialmente con anterioridad
en el Ejemplo 3A, con los cambios al medio como se nota a
continuacidn, las actividades enzimaticas y biomasa fueron
evaluadas con células Rhodococcus rhodochrous DAP 96523. En
particular, se agregd YEMEA, dextrosa o maltosa a un medio
R3A modificado, que contenia ademds Hy-Cotton 7803®
sustituido por la proteosa peptona #3. Se agregd una
solucién de asparagina de 0,2 M a una velocidad continua de
120 pl/minuto comenzando a t=8 horas. Al final de la tanda
de fermentacién, se midid la actividad de hidratasa de
nitrilo, actividad de amidasa y biomasa especificas de
acrilonitrilo. Los resultados se resumen en la Tabla 4. Se
observd un rendimiento incrementado de la biomasa con la

adicién de YEMEA, dextrosa o maltosa al medio.

Tabla 4: Actividades enzimdticas y biomasa de células
Rhodococcus rhodochrous DAP 96523 después de la induccidn

continua con asparagina

Actividad de Actividad de Biomasa
hidratasa de amidasa (g/1 cww)
nitrilo (unidades/mg/cdw)
(unidades/mg/cdw)
155 6 52
C. Se wusaron células Rhodococcus sp. DAP 96622 a

partir de medio sdélido como fuente del inoculante para una
tanda de fermentacidén de 20 litros (ver Ejemplo 2 para los
detalles del proceso de fermentacidén). Se agregd una
solucidén de asparagina de 0,2 M en forma semi-continua cada

6 horas, comenzando a t=24 horas, durante 50-70 minutos a
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una velocidad de 2 nd/ﬁinuto. Se usdé Hy-Colton 7803® en
lugar de la proteosa peptona #3 en un medio R3A modificado.
Al final de la tanda de ferméntacién, se mididé la actividad
de hidratasa de nitrilo, actividad de amidasa y biomasa
especificas de acrilonitrilo. Los resultados se resumen en

la Tabla 5.

Tabla 5: Actividades enzimdticas y biomasa de células
Rhodococcus DAP 96622 después de la induccidén semicontinua

con asparagina

Actividad de Actividad de Biomasa
hidratasa de amidasa (g/1 cww)
nitrilo (unidades/mg/cdw)
(unidades/mg/cdw)
172 2 44
D. Se usaron células Rhodococcus sp. DAP 96622 a

partir de un medio sdélido como fuente del incculante para
una tanda en un fermentador de 20 litros. Se agregd una
solucién de asparagina de 0,2 M en forma semicontinua cada
6 horas, comenzando a t=12 horas, durante 12-85 minutos a
una velocidad de 2,5 ml/minuto. Se usdé hidrosilato de
semilla de algoddédn en lugar de la proteosa peptona #3 en un
medio R3A modificado. Al final de la tanda de fermentacidn,
se midid la actividad de hidratasa de nitrilo, actividad de
amidasa y biomasa especificas de acrilonitrilo, vy 1los

resultados fueron resumidos en la Tabla 6.

Tabla 6: Actividades enzimdticas y biomasa de células
Rhodococcus DAP 96622 después de la induccidén semicontinua

con asparagina

Actividad de Actividad de Biomasa

\yd
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hidratasa de amidasa (g/1 cww)
nitrilo (unidades/mg/cdw)
(unidades/mg/cdw)
165 2 57
E. Se wusaron células Rhodococcus rhodochrous' DAP

96253 previamente

para una tanda de

congeladas comc fuente

del inoculante

fermentacién de 20 litros. Se agregd

YEMEA, dextrosa o maltosa a un medio R3A modificado que

contenia ademéas

proteosa peptona #3.
se agregd a una

comenzando a t=8

fermentacidn, la

actividad de

amidasa Y

Hy-Cotton "7803®

velocidad continua

actividad de

horas. Al final
hidratasa

biomasa

sustituto para

Una solucidén de 0,15 M de asparagina

120 pl/minuto
la tanda de

de nitrilo,

especificas de

acrilonitrilo. Los resultados se resumen en la Tabla 7.

Tabla 7: Actividades enzimdticas y biomasa de células

Rhodococcus rhodochrous DAP 96523 después de la induccidn

continua con asparagina

Actividad de Actividad de Biomasa
hidratasa de amidasa (g/1 cww)
nitrilo (unidades/mg/cdw)
(unidades/mg/cdw) |
171 4 74
F. Las células Rhodococcus rhodochrous DAP 96253

cultivadas en medio biféasico se usaron

como fuente de

inoculante para una tanda de fermentacidén de 20 litros. Se

usdé un medio R3A modificado que fue

adicién de un carbohidrato (es decir,

complementado por

YEMEA, dextrosa o

maltosa) y que contenia, ademds, hidrosilato de semilla de

3
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algodén en lugar de proteosa peptona #3. Se agregd una
solucién de 0,15 M de asparagina a una velocidad continua
de 1000 upl/minuto comenzando a t=10 horas. Al final de la
tanda de fermentacidén, se mididé la actividad de hidratasa
de nitrilo, actividad de amidasa, actividad de asparaginasa
I y biomasa especificas de acrilonitrilo. Los resultados se

resumen en la Tabla 8.

Tabla 8: Actividades enzimdticas y biomasa de células
Rhodococcus rhodochrous DAP 96523 después de la induccidn

continua con asparagina

Actividad de Actividad de Actividad de Biomasa
hidratasa de amidasa asparaginasa I (g/1
nitrilo (unidades/mg/c | (unidades/mg/cdw) CWW)
(unidades/mg/c dw)
dw)
159 22 16 16
G. Se usaron células Rhodococcus rhodochrous DAP

96253 cultivadas en medio bifdsico como fuente de
inoculante para una tanda de fermentacidén de 20 litros. Se
usdé medio R3A modificado que contenia maltosa (en lugar de
dextrosa) y Hy-Cotton 7803® como sustituto para proteosa
peptona #3. Se agregd una solucién de 0,15 M de asparagina
a una velocidad continua de 476 ul/minuto comenzando a t=8
horas. Al final de la tanda de fermentacidén, se midid la
actividad de hidratasa‘de nitrilo, actividad de amidasa y
biomasa especificas de acrilonitrilo. Los resultados se

resumen en la Tabla 9.

Tabla 9: Actividades enzimdticas y biomasa de células

Rhodococcus rhodochrous DAP 96523 después de la induccidn

SY
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continua con asparagina

Actividad de Actividad de Biomasa
hidratasa de amidasa (g/1 cww)
nitrilo (unidades/mg/cdw)
(unidades/mg/cdw) ,
137 6 35

Ejemplo 4: Inmovilizacidén de células Rhodococcus spp. en

DEAE-celulosa entrecruzada con glutaraldehido

Un proceso modificadé derivado de los métodos
descritos en la patente estadounidense Nro. 4.229.536 y en
Lépez-Gallego et al. (2005) J. Biotechnol. 119:70-75 se usa
para inmovilizar las células Rhodococcus spp. en una matriz
que comprende DEAE-celulosa entrecruzada con

glutaraldehido.

Preparacidén de células

Se cultivaron células Rhodococcus en un medio de
cultivo apropiado (por ejemplo, YEMEA-maltosa + inductores,
cultivos biféasicos, etc.) y se cosecharon por
centrifugacién a 8000 rpm durante 10 minutos. El sedimento
celular resultante se resuspende en 100 ml de tampdn de
fosfato 50 mM (pH 7,2) y centrifugd a 8000 rpm durante 10
minutos. Este proceso de resuspender el sedimento celular y
centrifugar a 8000 rpm durante 10 minutos se repite dos
veces. El peso humedo (ww, del inglés wet weight) de la
muestra celular final es anotado. La actividad de hidratasa
de nitrilo de una muestra pequefia de las células se realiza
para evaluar la actividad enzimadtica de las células

completas.

\\Y
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Inmovilizacidén de células

Se obtiene una cantidad de DEAE-celulosa equivalente a
la de las <células Rhodococcus spp. cosechadas, y las
células y la DEAE-celulosa se resuspenden en 100 ml de H0
desionizada. Un volumen de una solucidén de 25% de
glutaraldehido suficiente para alcanzar una concentracién
final de 0,5% se agrega agitando la mezcla de células/DEAE-
celulosa. La mezcla se agita durante 1 hora, después de lo
cual 400 ml de H,O desionizada se agrega con agitacidn
adicional. Mientras se agita, se agrega 50% (por peso de
solucidén) de polietilenimina (PEI; MW 750000). Continuta la
agitacidén hasta que se completa la floculacidén. La mezcla
floculada se filtra y extruda a través de una jeringa de
tamafio apropiado. Las células inmovilizadas se quiebran en
pequerias partes, se secan toda la noche y se cortan en

granulos de aproximadamente 2-3 mm antes del uso.

Ejemplo 5: Inmovilizacidén de células Rhodococcus spp. en

alginato de calcio y endurecimiento de microesferas de

alginato de calcio

Un proceso adaptado del método descrito en Bucke
(1987) “Cell Immobilization in Calcium Alginate” en Methods
in Enzymology, Vol. 135(B) (Academic Press, Inc., San
Diego, California; Mosbach, ed.) se usa para inmovilizar

las células Rhodococcus spp. en alginato de calcio.
Preparacidn de células
Las células Rhodococcus spp. Se€e preparan como se

describid con anterioridad en el Ejemplo 4.

Inmovilizacidn de células

S6
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Se producen 25 g de una solucién de alginato de sodio
al 4% disolviendo 1 g de alginato de sodio en 24 ml de 50
mM Tris-HCI (pH 7,2). Se agrega 25 mg de metaperyodato de
sodio a la solucién de alginato y se agita a 25 °C durante
1 hora o hasta que se disuelve completamente el alginato.
Las células preparadas como se describidé con anterioridad
se resuspenden a un volumen final de 50 ml en 50 mM Tris-
HCl(pH 7,2) y luego se'agregan a la solucidén de alginato de
sodio con agitacidén. Las microesferas resultantes se
extrudaron a través de una jeringa de calibre 27 en 500 ml
de una solucidén de CaCl, a 0,1 M. La aguja se coloca en
general aproximadamente dos pulgadas por sobre la solucidn
para evitar la entrada de aire en las microesferas y evitar
la adhesidén de las microesferas. Las microesferas se curan
durante 1 hora en la solucidén de CaCl,, y las microesferas
luego se enjuagan con agua y se almacenan a 4 °C en una

solucidn de CaCl, a 0,1 M antes del uso.

Endurecimiento de las microesferas de alginato de calcio
que comprenden células Rhodococcus spp.

Las microesferas de alginato de calcio preparadas como
se destacéd con anterioridad pueden ser reforzadas
adicilionalmente por entrecruzamiento con PEI. Las
microesferas son 1incubadas en 2 L de 0,5% PEI en una
solucidén de CaCl, a 0,1 M (20 g de 50% de PEI en una
solucién de CaCl, a 0,1 M). El pH de la solucidén final se
une a 7,0 con HC1 o NaOH, de ser necesario, vy las
microesferas se incuban durante 24 horas. Las microesferas
luego se enjuagan con agua y sSe almacenan a 4 °C en una
solucidén de CaCl, a 0,1 M antes del uso.

Muchas modificaciones y otras formas de realizacidén de

la invencién establecidas en la presente serdn advertidas

§3
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por la personé versada en el arte al cual estas invenciones
pertenecen y que tienen el beneficio de las ensefianzas
presentadas en las presentes descripciones. Por ende, ha de
entenderse que las invenciones no limitan las formas de
realizacidén especificas reveladas y que las modificaciones
y otras formas de realizacidén estadn destinadas a estar
incluidas dentro del alcance de las reivindicaciones
adjuntas. Si Dbien en la presente se emplean términos
especificos, se usan en sentido genérico y descriptivo

solamente, y no a los fines de limitacidn.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para retrasar un proceso de desarrollo
de las plantas que comprende exponer una planta o parte de
la planta a una o mas bacterias, en donde dichas una o mas
bacterias se seleccionan ael grupo gque consiste de
Rhodococcus spp., Pseudomonas chloroaphis, Brevibacterium
ketoglutamicum, y mezclas de las mismas, y en donde dichas
una o mads bacterias son expuestas a la planta o parte de la
planta en una cantidad suficiente para retrasar el proceso

de desarrollo de las plantas.

2. El método de acuerdo con la reivindicacidén 1, en

donde dichas una o més bactetias incluyen Rhodococcus spp.

3. El método de acuerdo con la reivindicacidén 2, en
donde la Rhodococcus spp. incluye la cepa de Rhodococcus
rhodochrous DAP 96253, 1la cepa de Rhodococcus sp. DAP

96622, Rhodococcus erythropolis, o mezclas de las mismas.

4. E1 método de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde dichas una o mas bacterias son inducidas por
exposicidén a un agente inductor seleccionado del grupo que
consiste de asparagina, glutamina, cobalto, urea, y mezclas

de las mismas.

5. El método de acuerdo con la reivindicacidén 4, en
donde dichas una o més bacterias son 1inducidas por

exposicidén a asparagina.

6. El método de acuerdo con la reivindicacién 4, en
donde dichas una o mas bacterias son inducidas por

exposicidédn a asparagina, cobalto y urea.
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7. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde la planta o parte de la planta es indirectamente

expuesta a dichas una o mas bacterias.

8. El método de acuerdo con la reivindicacidén 1, en
donde la planta o parte de la planta es directamente

expuesta a dichas una o mas bacterias.

9. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde el proceso de desarrollo de las plantas es maduracidn

de frutas o verduras.

10. El método de acuerdo con la reivindicacién 9, en

donde la parte de la planta es una fruta.

11. El1 método de acuerdo con la reivindicacidén 10, en

donde la fruta es una fruta climatérica.

12. E1 método de acuerdo con la reivindicacidén 11, en
donde la fruta climatérica se selecciona del grupo que

consiste de bananas, duraznos-y aguacates.

13. El método de acuerdo con la reivindicacién 10, en

donde la fruta es una fruta no climatérica.

14. El método de acuerdo con la reivindicacién 9, en

donde la parte de la planta es una verdura.

15. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde la parte de la planta es una flor y el proceso de

desarrollo de las plantas es la senescencia de la flor.
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16. El método de acuerdo con la reivindicacidén 15, en
donde 1la flor es un clavel, rosa, orquidea, verdolaga,

malva o begonia.

17. El método de acuerdo con la reivindicacidédn 1, en
donde el proceso de desarrollo de las plantas es abscisidn

de hojas.

18. Un aparato para retrasar un proceso de desarrollo
de las plantas gue comprende un catalizador gque comprende
una o mas bacterias seleccionadas del grupo que consiste de
Rhodococcus spp., Pseudomonas chloroaphis, Brevibacterium
ketoglutamicum, y mezclas de las mismas, en donde dichas
una o mas bacterias se provéen en una cantidad suficiente

para retrasar el proceso de desarrollo de las plantas.

19. El aparato de la reivindicacién 18, en donde

dichas una o mas bacterias incluyen Rhodococcus spp.

20. El aparato de la reivindicacién 19, en donde la
Rhodococcus spp. incluye cepa de Rhodococcus rhodochrous
DAP 96253, cepa de Rhodococcus sp. DAP 96622, Rhodococcus

erythropolis, o mezclas de las mismas.

21. 'E1 aparato de 1la reivindicacién 18, en donde
dichas una o mads bacterias son inducidas por exposicidn a
un agente inductor seleccionado del grupo que consiste de
asparagina, glutamina, cobalto, urea, y mezclas de las

mismas.

22. El1 aparato de la reivindicacién 18, en donde el

&/
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proceso de desarrollo de las plantas se selecciona del
grupo gque consiste de maduracidén de frutas o verduras,

senescencia de flores, y abscisidén de hojas.

23. El1 aparato de la reivindicacidén 18, en donde
dichas una o més bacterias son inmovilizadas en una matriz
gue comprende DEAE-celulosa entrecruzada, una matriz que
comprende alginato, una matriz que comprende carragenano,
una matriz que comprende alginato entrecruzado, una matriz
que comprende carragenano entrecruzado, una matriz due
comprende poliacrilamida,. o microesferas de alginato de

calcio.

24. El1 aparato de la reivindicacidén 23, en donde la
matriz comprende DEAE-celulosa entrecruzada, en donde la

DEAE-celulosa es entrecruzada con glutaraldehido.

25. El1 aparato de la reivindicacidén 18, en donde el
catalizador estd presente en un médulo catalizador que se

coloca en, coloca sobre, o une a una estructura fisica.

26. EIL aparato de la reivindicacidén 18, que
comprende, ademds, un dispositivo de control para ajustar

la exposicidén del catalizador a una planta o parte de la

planta.
27. E1 aparato de la reivindicacién 18, que
comprende, ademas, un dispositivo de monitoreo para

monitorear la eficacia del catalizador para retrasar el

proceso de desarrollo de las plantas.

28. El aparato de la reivindicacién 25, en donde la
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estructura fisica se selecciona del grupo que consiste de
una pelicula, lémina, capa de revestimiento, una camara

ranurada, una caja, un saco y una bolsa.

29. El aparato de la reivindicacidén 25, en donde el
médulo catalizador puede ser extraido y reemplazado con un

segundo mdédulo catalizador.

30. El aparato de la reivindicacién 25, en donde mas
de un moédulo catalizador se coloca en, coloca sobre, o se

une a la estructura fisica.

31. El aparato de la reivindicacién 25, en donde la
estructura fisica permite que el aire fluya en el mddulo

catalizador.
32. E1 aparato de la reivindicacidn 31, que
comprende, ademéds, un elemento para controlar el flujo del

aire en el mdédulo catalizador.

33. El aparato de la reivindicacién 25, en donde la

estructura fisica  se provee como una estructura
refrigerada.
34. E1 aparato de la reivindicacién 25, que

comprende, ademéds, un elemento para controlar el nivel de

humedad en la estructura fisica.

35. El aparato de la =~ reivindicacidn 25, que
comprende, ademds, un elemento para regular el nivel de

didéxido de carbono en la estructura fisica.
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36. Un aparato catalizador permeable al aire para
retrasar un proceso de desarrollo de las plantas dque
comprende:

una primera capa;

una segunda capa gque incluye wun catalizador que
comprende una o més bacterias seleccionadas del grupo que
consiste de Rhodococcus spp., Pseudomonas chloroaphis,
Brevibacterium ketoglutamicum, y mezclas de las mismas, en
donde dichas una o méds bacterias se proveen en una cantidad
suficiente para retrasar el proceso de desarrollo de las
plantas; vy

una tercera capa;

en donde la segunda capa se ubica entre la primera vy
la texcera capas y al.menos una de dichas primera y tercera

capas proveen integridad estructural al aparato.

37. El aparato de 1la reivindicacidén 36, en donde

dichas una o mé&s bacterias incluyen Rhodococcus spp.

38. El1 aparato de la reivindicacidén 37, en donde la
Rhodococcus spp. incluye la cepa de Rhodococcus rhodochrous
DAP 96253, cepa de Rhodococcus sp. DAP 96622, Rhodococcus

erythropolis, o mezclas de las mismas.

39. El aparato de la reivindicacién 36, en donde
dichas una o mé&s bacterias son inducidas por exposicidén a
un agente inductor seleccionado del grupo gue consiste de
asparagina, glutamina, cobalto, wurea, y mezclas de las

mismas.

40. El1 aparato de la reivindicacidén 36, en donde el

proceso de desarrollo de las plantas se selecciona del
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grupo que consiste de maduracién de frutas o verduras,

senescencia de flores y abscisidn de hojas.

41. E1 aparato catalizador de acuerdo con la
reivindicacién 36, en donde dicha tercera capa se puede
extraer de dicha segunda capa para exponer una capa
adhesiva que se puede usar para unir el aparato catalizador

a una estructura separada.

42. E1 aparato catalizador de acuerdo con la
reivindicacién 41, en donde dicha segunda capa es dicha

capa adhesiva.

43. E1 aparato catalizador de acuerdo <con la
reivindicacidén 36, que comprende, ademas, una cuarta capa
adyacente a dicha tercera capa que se puede extraer de
dicha tercera capa para exponer una capa adhesiva dque se
puede usar para unir la estructura catalizadora a una

estructura separada.

44. E1 aparato <catalizador de acuerdo con la
reivindicacién 43, en donde dicha tercera capa es dicha

capa adhesiva.

45. Una bolsa o saco permeable al aire que incluye el

aparato catalizador de acuerdo con la reivindicacién 36.

46. Un método para retrasar un proceso de desarrollo
de las plantas gue comprende exponer una planta o parte de
la planta a un extracto enzimdtico de una o mas bacterias
seleccionadas del grupo que consiste de Rhodococcus spp.,

Pseudomonas chloroaphis, Brevibacterium ketoglutamicum, Yy



*a

58

mezclas de las mismas, dichas bacterias siendo inducidas
por un agente inductor seleccionado del grupo gue consiste
de asparagina, glutamina, cobalto, urea, y mezclas de las
mismas y dicho extracto enzimdtico estando expuesto a la
planta o parte de la planta en una cantidad suficiente para

retrasar el proceso de desarrollo de las plantas.
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Supplemental Box (Rule 70.2(c)).
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Novelty (N) - Yes: Claims 1-20, 24, 29-30, 35-62
No: Claims 21-23, 25-28, 31-34
Inventive step (IS) Yes: Claims 1-20
No: Claims 21-62
Industrial applicability (1A) Yes: Claims 1-62

No: Claims

. Citations and explanations (Rule 70.7):

gsee separate sheet
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easoned statement with regar \' inventi ep or i

applicability; citations and explanati , h state

Reference is made to the following documents:

D1: ANDREW J. REED ET AL.: "Delayed Ripening Tomato Plants Expressing
the Enzyme1-Aminocyclopropane-1-carboxylic Acid Deaminase. 1. Molecular
Characterization, Enzyme Expression, and Fruit Ripening Traits" JOURNAL
OF AGRICULTURAL AND FOOD CHEMISTRY, vol. 43, 1995, pages 1954-
1962, XP002517044

D2: KOZDROJ J ET AL: "Influence of introduced potential biocontrol agents on
maize seedling growth and bacterial community structure in the rhizosphere"
SOIL BIOLOGY AND BIOCHEMISTRY, PERGAMON, OXFORD, GB, vol.
36, no. 11, 1 November 2004 (2004-11-01), pages 1775-1784,
XP004565344 ISSN: 0038-0717 ‘

D3: WO 92/12249 A (MONSANTO CO [US]) 23 July 1992 (1992-07-23)

D4: DATABASE CA [Online] CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS,
OHIO, US; KULIKOVA, A. K. ET AL: "Ethylene epoxidation by native and
immobilized cells of the propane-assimilating culture Rhodococcus
erythropolis 3/89" XP002517045 retrieved from STN Database accession no.
2000:107646

D5: NAGASAWA T ET AL: "OPTIMUM CULTURE CONDITIONS FOR THE
PRODUCTION OF COBALT-CONTAINING NITRILE HYDRATASE BY
RHODOCOCCUS RHODOCHROUS J1" APPLIED MICROBIOLOGY AND
BIOTECHNOLOGY, SPRINGER VERLAG, BERLIN, DE, vol. 34, no. 6, 1
March 1991 (1991-03-01), pages 783-788, XP002941747 ISSN: 0175-7598

Before dealing with the question of novelty, the following remarks are made: the
wording of claims 21 and 39 "apparatus for delaying a plant development process”
must be construed as meaning merely apparatus suitable for carrying out the process
(see Guidelines Part Il Chapter 5, 5.23). |

1) Novelty

The objection as to lack of novelty based on each of D1 and D3 is not maintained since

Chrm DATIQanarata Qhaat/ANG (Qhaat 1) IEPN.Anril 2NNRY
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both documents relate to genetically engineered blants expressing the ACC
deaminase. |

It is known from D2 that P-chlorophasis shows a small growth-retarding effect towards
maize (see D2, p.1782). The inoculant preparation is obviously stored in a container
before use. D2 is therefore novelty-destroying for the subject-matter of claims 21, 25,
28 and 31-34 (Article 33(2) PCT).

Amended claims 1, 8, 14 do no longer include the species of Pseudomonas and are

- thus novel vis-a-vis D2 (Article 33(2) PCT). As to new claims 50-62 , which are directed
to Pseudomonas , they are also novel vis-a-vis D2 (Article 33(2) PCT) since they recite
that the bacteria is induced prior to exposure to plant or plant.

D4 discloses the adsorption of cells of Rhodococcus erythropolis on various carriers
including DEAE-celiulose. D4 is novelty-destroying for the subject-matter of claims 21-
23, 25-28 and 31-34 (Article 33(2) PCT).

2) Inventive step

D2 can be considered to represent the closet prior art for the subject-matter of claims 1-
20.

The subject-matter of claims 1-20 differs from the teachlng of D2 merely in the use of
Rhocococcus spp. or of Brevibacterium ketoglutanicum.

In the absence of evidence for any effect provided by the above difference, the
problem underling the present invention may be seen as that of providing an alternative
method for delaying a plant development process.

The skilled person had no incentive to use a bacteria selected from the group
consisting of Rhodococcus spp. and Brevibacterium ketoglutamicum as an alternative
to Pseudominas chloroaphis. Thus the subject-matter of claims 1-20 can be considered
as being inventive (Article 33(3 PCT). |

The subject-matter of claims 29-30 and 35-48 differs from the teaching of D2 in the
choice of the apparatus used for applying the bacteria.

The problem underling claims 29-30 and 35-48 can therefore be seen as that of
providing a device for applying the bacteria to the plant.

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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Since it is known from each of D4 or D5 to immobilized the bacteria on a solid
substrate, the subject-matter of claims 29-30 as well as the choice of air-permeable
multi layer apparatus (Claims 35-48) are considered as normal normal design options
which in the absence of any unexpected effect cannot be considered as being inventive
(Article 33(3) PCT). ‘

The subject-matter of claim 49-62 differs from the teaching of D2 in the use of an
inducing agent to induce the desired enzymatic activity in the bacteria. The problem
underling claims 49-62 may thus be seen as that of "inducing" the bacteria. Since D5
discloses the use of urea for optimum conditions of production of cobait-containing
nitrile hydratase, the subject-matter of claim 49 as far as relating to the use of
Pseudomonas chloroaphis and the subject-matter of claims 50-62 cannot be
considered as being inventive (Article 33(3) PCT).

For the same reasons, the subject-matter of claim 24 cannot be considered as inventive
either (Article 33(3) PCT).
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THAT WHICH IS CLAIMED:

1. A method for delaying a plant development process comprising
exposing a plant or plant part to one or more bacteria, wherein the one or more
bacteria are selected from the group consisting of Rhodococeus spp., Brevibacterium
ketoglutamicum, and mixtures thereof, and wherein the one or more bacteria are
exposed to the plant or plant part in a quaatity sufficient to delay the plant

development process.

2. The method of claim 1, wherein the one or more bacteria include
Rhodococcus spp.

3. The method of claim 2, wherein the Rhodococcus spp. includes
Rhodococcus rhodochrous DAP 96253 strain, Rhodococcus sp. DAP 96622 strain,
Rhodococcus erythropolis, or mixtures thereof.

4, The method of ¢laim 1, wherein the one or more bacteria are induced
by exposure to an inducing agent selected from the group consisting of asparagine,

glutamine, cobalt, urea, and mixtures thereof.

5. The method of claim 4, wherein the one or more bacteria are induced
by exposure to asparagine.

6. The method of claim 4, wherein the one or more bacteria are induced

by exposure to asparagine, cobalt, and urea.

7. The method of claim 1, wherein the plant or plant part is indirectly
exposed to the one or more bacteria.

8. The method of claim 1, wherein the plant or plant part is directly
exposed to the one or more bacteria.
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9. The method of claim 1, wherein the plant development process is fruit

or vegetable ripening.
10.  The method of claim 9, wherein the plant part is a fruit or a vegetable.
11. The method of claim 10, wherein the fruit is a climacteric fruit.

12. The method of claim 11, wherein the climﬁctcric fruit is selected from

the group consisting of bananas, peaches, plums, nectarines, apples, tomatoes, pears

and avocados.
‘ 13.  The methed of ¢laim 10, wherein the fruit is a nonclimacteric fruit.
! . 14, The method of claim 9, wherein the plant part is a8 cucumaber.

15.  The method of claim 1, wherein the plant part is a flower and the plant

development process is flower senescence, wilting, abscission or petal closure.

16.  The method of claim 15, wherein the flower is a camation, rose,

orchid, portulaca, malva, or begonia.'

17.  The method of claim 1, wherein the plant development process is leaf

abscission.

‘ 18.  The method of claim 1, wherein the plant part is a cut flower.

19.  The method of claim 1, wherein delaying the plant development
process results in increased shelf-life or facilitates longer-distance transportation of

the plant or plant part.
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20.  The method of claim 1, wherein the one or more bacteria are
immobilized and are placed in, placed on, or affixed to a physical structure suitable
for transport or storage of the plant or plant part.

21.  An apparatus for delaying a plant development process comprising a
catalyst that comprises one or more bacteria selected from the group consisting of
Rhodococcus spp., Pseudomonas chloroaphis, Brevibacterium ketoglutamicum, and
mixtures thereof, wherein the one or more bacteria are provided in a quantity

sufficient to delay the plant development process.

22.  The apparatus of claim 21, wherein the one or more bacteria include

Rhodococcus spp.

23.  The apparatus of claim 22, wherein the Rhodococcus spp. includes
Rhodococeus rhodochrous DAP 96253 strain, Rhodococeus sp. DAP 96622 strain,

Rhodococcus erythropolis, or mixtures thereof.

24.  The apparatus of claim 21, wherein the one or more bacteria are
induced by exposure to an inducing agent selected from the group consisting of
asparagine, glutamine, cobalt, urea, and mixtures thereof,

25.  The apparatus of claim 21, wherein the plant development process is
selected from the group consisting of fruit or vegetable ripening, flower senescence,

wilting, petal closure, and leaf abscission.

26.  The apparatus of claim 21, wherein the one or more bacteria are
immobilized in a matrix comprising cross-linked DEAE-cellulose, 8 matnix
comprising alginate, a matrix comprising carrageen, a matrix comprising cross-linked
alginate, a matrix comprising cross-linked carrageen, a matrix comprising

polyacrylamide, or calcium alginate beads.
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27.  The apparatus of claim 26, wherein the matrix comprises cross-linked
DEAE-cellulose, wherein the DEAE-cellulose is cross-linked with glutaraldehyde.

28.  The apparatus of claim 21, wherein the catalyst is present in a catalyst
module that is placed in, placed on, or affixed to a physical structure.

29.  The apparatus of claim 21, further comprising a control device to
adjust exposure of the cartalyst to a plant or plant part.

30.  The apparatus of ¢laim 21, further comprising a monitoring device for
monitoring the efficacy of the catalyst in delaying the plant development process.

31.  The apparatus of claim 28, wherein the physical structure is selected
from the group consisting of a film, sheet, coating layer, a slotted chamber, a box, &

pouch, and a bag.

32.  The apparatus of claim 28, wherein the catalyst module can be
removed and replaced with a second catalyst module.

33.  The apparatus of claim 28, wherein more than one catalyst module is
placed in, placed on, or affixed to the physical structure.

34.  The apparatus of claim 28, wherein the physical structure permits air
flow into the catalyst module.

35.  The apparatus of claim 34, further comprising an element for
controlling the air flow into the catalyst module.

36.  The apparatus of claim 28, wherein the physical structure is provided
as a refrigerated structure.
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37.  The apparatus of claim 28, further comprising an element for
controlling the moisture level in the physical structure.

38.  The apparatus of claim 28, further comprising an element for
regulating the carbon dioxide level in the physical structure.

39.  Anair-permeable catalyst apparatus for delaying a plant development
process comprising:

a first layer; and

a second layer that includes a catalyst comprising one or more bacteria
selected from the group consisting of Rhodococcus spp., Pseudomonas chloroaphis,
, . Brevibacterium ketoglutamicum, and mixtures thereof, wherein the one or more
bacteria are provided in a quantity sufficient to delay the plant development process;
. wherein the first layer provides structural integrity to the apparatus.

40.  The apparatus of claim 39, wherein the one or more bacteria include

Rhodococcus spp.
41,  The apparatus of claim 39, wherein the Rhodococcus spp. includes
Rhodococeus rhodochrous DAP 96253 strain, Rhodococcus sp. DAP 96622 strain,
Rhodococcus erythropolis, or mixtures thereof,
42.  The apparatus of claim 39, wherein the one or more bacteria are
o induced by exposure to an inducing agent selected from the group consisting of
‘ asparagine, glutamine, cobalt, urea, and mixtures thereof.
43,  The apparatus of claim 39, wherein the plant development process is

selected from the group consisting of fruit or vegetable ripening, flower senescence,
and leaf abscission,
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44,  The catalyst apparatus of claim 39, further compriging a third layer,
wherein said third layer ¢an be removed from said second layer to expose an adhesive
layer that can be used to affix the catalyst apparatus to a separate structure.

45.  The catalyst apparatus of claim 44, wherein said second layer is said
adhesive layer. ‘

46.  The catalyst apparatus of claim 44, further comprising a fourth layer
adjacent said third layer that can be removed from said third layer 1 expose an
adhesive layer that can be used to affix the catalyst structure to a separate structure.

47,  The catalyst apparatus of claim 46, wherein said third layer is said

adhesive layer.

48,  An air-permeable bag or pouch including the catalyst apparatus of

claim 39,

49. A method for delaying a plant development process comprising
exposing a plant or plant part to an enzymatic extract of one or more bacteria selected
from the group consisting of Rhodococcus spp., Pseudomonas chloroaphis,
Brevibacterium ketoglutamicum, and mixrures thereof, said bacteria being induced by
an inducing agent selected from the group consisting of asparagine, glutamine, cobalt,
urea, and mixtures thereof and said enzymatic extract being exposed to the plant or
plant part in a quantity sufficient to delay the plant development process.

50. A method for delaying a plant developﬁaent process comprising
exposing a plant or plant part to one or more bacteria, wherein the one or more
bacteria are Pseudomonas chloroaphis that have been induced by exposure to an
inducing agent selected from the group consisting of asparagine, glutamine, cobalt,
urea and mixtures thereof, and wherein the one or more bacteria are exposed to the

plant or plant part in a quantity sufficient to delay the plant development process.
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51.  The method of claim 50, wherein the one or more bacteria are induced

by exposure to asparagine or asparagine, cobalt, and urea.

52.  The method of claim 50, wherein the plant or plant part is directly or

indirectly exposed to the one or more bacteria.

53.  The method of claim 50, wherein the plant development process is fruit

or vegetable ripening.

54.  The method of claim 50, wherein the plant part is a fruit, a vegetable or

a flower.

55.  The method of claim 54, wherein the fruit is a nonclimacteric or
climacteric fruit.

56.  The method of claim 55, wherein the climacteric fruit is selected from
the group consisting of bananas, pears, plums, nectarines, apples, tomatoes, peaches,
and avocados.

57.  The method of claim 50, wherein the plant part is a flower and the

plant development process is flower senescence, wilting, abscission or petal closure.

58.  The method of claim 57, wherein the ﬂower is a carnation, rose,
orchid, portulaca, malva, or begonia.

59.  The method of claim 50, wherein the plant development process is leaf

abscission.

60. The method of claim 50, wherein the plant part is a cut flower.
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61.  The method of claim 50, wherein delaying the plant development
process results in increased shelf-life or facilitates longer-distance transportation of
the plant or plant part.

62. The method of claim 50, wherein the one or more bacteria are
immobilized and are placed in, placed on, or affixed to a physical structure suitable
for transport or storage of the plant or plant part.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para retrasar un proceso de desarrollo de
las plantas que comprende exponer una planta o parte de la
planta a una o més bacteriaé, en donde dichas una o méas
bacterias se seleccionan del grupo que consiste de Rhodococcus
spp., Brevibacterium ketoglutamicum, y mezclas de ellas, y en
donde dichas una o mas bacterias son expuestas a la planta o
parte de la planta en una cantidad suficiente para retrasar el

proceso de desarrollo de las plantas.

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en

donde dichas una o méds bacterias incluyen Rhodococcus spp.

3. El método de acuerdo con 1la reivindicacién 2, en
donde 1la Rhodococcus spp. incluye la cepa de Rhodococcus
rhodochrous DAP 96253, la cepa de Rhodococcus sp. DAP 96622,

Rhodococcus erythropolis, o mezclas de ellas.

4. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde
dichas una o mé&s bacterias son inducidas por exposicién a un
agente inductor seleccionado -del grupo que consiste de

asparagina, glutamina, cobalto, urea, y mezclas de ellas.

5. El método de acuerdo con la reivindicacidén 4, en
donde dichas una o mas bacterias son inducidas por exposicién

a asparagina.

6. El método de acuerdo con la reivindicacién 4, en
donde dichas una o méds bacterias son inducidas por exposicién

a asparagina, cobalto y urea.
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7. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde la planta o parte de 1la planta es indirectamente

expuesta a dichas una o mas bacterias.

8. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde la planta o parte de la planta es directamente expuesta

a dichas una o mds bacterias.

9. El método de acuerdo con la reivindicacién, en donde
el proceso de desarrollo de las plantas es maduracién de

frutas o verduras.

10. El método de acuerdo con la reivindicacién 9, en

donde la parte de la planta es una fruta o una verdura.

11. El método de acuerdo con la reivindicacién 10, en

donde la fruta es una fruta climatérica.

12. El1 método de acuerdo con la reivindicacién 11, en
donde la fruta «climatérica se selecciona del grupo que
consiste de bananas, duraznos, ciruelas, mandarinas, manzanas,

tomates, peras y aguacates.

13. El método de acuerdo con la reivindicacién 10, en

donde la fruta es una fruta no climatérica.

14. El método de acuerdo con la reivindicacién 9, en

donde la parte de la planta es un pepino.

15. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde la parte de la planta es una flor y el proceso de

desarrollo de 1las plantas es la senescencia de la flor,
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marchitamiento, abscisidén o cierre de pétalos.

16. El método de acuerdo con la reivindicacién 15, en
donde la flor es un clavel, rosa, orquidea, verdolaga, malva o

begonia.

17. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde el proceso de desarrollo de las plantas es abscisién de

hojas.

18. El método de acuerde con la reivindicacién 1, en

donde la parte de la planta es una flor cortada.

19. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde el retraso del proceso' de desarrollo de las plantas
genera una vida util incrementada o facilita el transporte a

mayor distancia de la planté o parte de la planta.

20. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde dicha una o m&s bacterias son inmovilizadas y se colocan
en, colocan sobre, o unen a una estructura fisica adecuada
para transporte o almacenamiento de la planta o parte de la

planta.

21. Un aparato para retrasar un proceso de desarrollo de
las plantas que comprende un cétalizador que comprende una o
mas bacterias seleccionadas del grupo que consiste de
Rhodococcus  spp., Pseudomonas chloroaphis, Brevibacterium
ketoglutamicum, y mezclas de ellas, en donde dichas una o méas
bacterias se proveen en una cantidad suficiente para retrasar

el proceso de desarrollo de las plantas.
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22. El aparato de la reivindicacién 21, en donde dichas

una o mas bacterias incluyen Rhodococcus spp.

23. E1 aparato de 1la reivindicacidén 22, en donde la
Rhodococcus spp. 1incluye cepa -de Rhodococcus rhodochrous DAP
.96253, cepa de Rhodococcus @ sp. DAP 96622, Rhodococcus

erythropolis, o mezclas de ellas.

24. El1 aparato de la reivindicacién 21, en donde dichas
una o mas bacterias son inducidas por exposicién a un agente
inductor seleccionado del grupo que consiste de asparagina,

glutamina, cobalto, urea, y mezclas de ellas.

25. E1 aparato de la reivindicacidén 21, en donde el
proceso de desarrollo de las plantas se selecciona del grupo
que consiste de maduracién de frutas o verduras, senescencia
de flores, marchitamiento, cierre de pétalos y abscisién de

hojas.

26. El aparato de la reivindicacién 21, en donde dichas
una o mas bacterias son inmovilizadas en una matriz gue
comprende DEAE-celulosa entrecruzada, una matriz que comprende
alginato, una matriz que comprende carragenano, una matriz que
comprende alginato entrecruzado, wuna matriz que comprende
carragenano entrecruzado, una matriz que comprende

poliacrilamida, o microesferas de alginato de calcio.
27. El1 aparato de la reivindicacidén 26, en donde 1la
matriz comprende DEAE-celulosa entrecruzada, en donde la DEAE-

celulosa es entrecruzada con glutaraldehido.

28. El1 aparato de la reivindicacién 21, en donde el

(0¥
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catalizador estd presente en un médulo catalizador que se

coloca en, coloca sobre, o une a una estructura fisica.

29. El aparato de la reivindicacién 21, que comprende,
ademds, un dispositivo de control para ajustar la exposicién

del catalizador a una planta o parte de la planta.

30. El aparato de la reivindicacién 21, que comprende,
ademas, un dispositivo de monitoreo para monitorear la
eficacia del catalizador para retrasar el proceso de

desarrollo de las plantas.

31. El1 aparato de la reivindicacién 28, en donde 1la
estructura fisica se selecciona del grupo que consiste de una
pelicula, lamina, capa de revestimiento, una cémara ranurada,

una caja, un saco y una bolsa.

32. El1 aparato de la reivindicacién 28, en donde el
médulo catalizador puede ser extraido y reemplazado con un

segundo médulo catalizador.

33. El aparato de la reivindicacién 28, en donde més de
un médulo catalizador se coloca en, coloca sobre, © se une a

la estructura fisica.

34. El aparato de la reivindicacién 28, en donde 1la
estructura fisica permite que el aire fluya en el médulo

catalizador.

35. El aparato de la reivindicacién 34, que comprende,
ademas, un elemento para controlar el flujo del aire en el

médulo catalizador.

(04



36. El1 aparato de la reivindicacién 28, en donde la

estructura fisica se provee como una estructura refrigerada.

37. El1 aparato de la reivindicacién 28, que comprende,
ademas, un elemento para controlar el nivel de humedad en 1la

estructura fisica.

38. El aparato de la reivindicacién 28, que comprende,
ademas, un elemento para regular el nivel de diéxido de

carbono en la estructura fisica.

39. Un aparato catalizador permeable al aire para
retrasar un proceso de desarrollo de las plantas que
comprende:

una primera capa; y

una segunda capa que incluye un catalizador que comprende
una o mas bacterias seleccionadas del grupo que consiste de
Rhodococcus 'spp., Pseudomonas chloroaphis, Brevibacterium
ketoglutamicum, y mezclas de ellas, en donde dichas una o mas
bacterias se proveen en una cantidad suficiente para retrasar
el proceso de desarrollo de las plantas;

en donde la primera capa provee integridad estructural al

aparato.

40. El1 aparato de la reivindicacién 39, en donde dichas

una o mas bacterias incluyen Rhodococcus spp.

41. El1 aparato de 1la reivindicacién 39, en donde 1la
Rhodococcus spp. incluye la cepa de Rhodococcus rhodochrous
DAP 96253, cepa de Rhodococcus sp. DAP 96622, Rhodococcus

erythropolis, o mezclas de ellas.
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42. E1 aparato de la reivindicacién 39, en donde dichas
una o mas bacterias son inducidas por exposicidén a un agente
inductor seleccionado del grupo que consiste de asparagina,

glutamina, cobalto, urea, y mezclas de ellas.

43. E1 aparato de la reivindicacién 39, en donde el
proceso de desarrollo de las plantas se selecciona del grupo
gue consiste de maduracién de frutas o verduras, senescencila

de flores y abscisién de hojas.

44, E1 aparato catalizador de acuerdo con la
reivindicacién 39, que comprendé, ademds una tercera capa, en
donde dicha tercera capa se puede extraer de dicha segunda
capa para exponer una capa adhesiva que se puede usar para

unir el aparato catalizador a una estructura separada.

45, E1 aparato catalizador de acuerdo con la
reivindicacién 44, en donde dicha segunda capa es dicha capa

adhesiva.

46. E1 aparato catalizador de acuerdo con la
reivindicacién 44, que comprende, ademas, una cuarta capa
adyacente a dicha tercera capa que se puede extraer de dicha
tercera capa para exponer una capa adhesiva que se puede usar
para unir la estructura catalizadora a una estructura

separada.

47. E1 aparato catalizador de acuerdo con la
reivindicacién 46, en donde dicha tercera capa es dicha capa

adhesiva.

)
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48. Una bolsa o saco permeable al aire que incluye el

aparato catalizador de acuerdo con la reivindicacidén 39.

49. Un método para retrasar un proceso de desarrollo de
las plantas que comprende exponer una planta o parte de la
planta a un extracto enzimdtico de wuna o ma&s bacterias
seleccionadas del grupo que consiste de Rhodococcus spp.,
Pseudomonas chloroaphis, Brevibacterium ketoglutamicum, y
mezclas de ellas, dichas bacterias siendo inducidas por un
agente inductor seleccionado del grupo que consiste de
asparagina, glutamina, cobalto, urea, y mezclas de ellas vy
dicho extracto enzimdtico estando expuesto a la planta o parte
de la planta en una cantidad suficiente para retrasar el

proceso de desarrollo de las plantas.

50. Un método para retrasar un proceso de desarrollo de
las plantas que comprende exponer una planta o parte de la
planta a una o méas bacteriés, en donde dichas una o méas
bacterias son Pseudomonas chloroaphis que han sido inducidas
por exposicién a un agente inductor seleccionado del grupo que
consiste de asparagina, glutamina, cobalto, urea, y mezclas de
ellas y en donde dichas una o mis bacterias se exponen a la
planta o parte de la planta en una cantidad suficiente para

retrasar el proceso de desarrollo de las plantas.

51. El método de acuerdo con la reivindicacién 50, en
donde dichas una o mas bacterias son inducidas por exposiciédn

a asparagina o asparagina, cobalto y urea.

52. El1 método de acuerdé con la reivindicacién 50, en
donde la planta o parte de la planta es directa o

indirectamente expuesta a dicha una o mas bacterias.
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53. El método de acuerdo con la reivindicacién 50, en
donde el proceso de desarrollo de las plantas es maduracidn de

frutas o verduras.

54, El método de acuerdo con la reivindicacién 50, en
donde la parte de la planta es una fruta, una verdura o una

flor.

55. El método de acuerdo con la reivindicacidén 54, en

donde la fruta es una fruta climatérica o no climatérica.

56. El1 método de acuerdo con la reivindicacién 55, en
donde la fruta climatérica se selecciona del grupo que
consiste de bananas, duraznos, ciruelas, mandarinas, manzanas,

tomates, peras y aguacates.

57. El1 método de acuerdo con la reivindicacidén 50, en
donde la parte de la planta es una flor y el proceso de
desarrollo de 1las plantas es la senescencia de 1la flor,

marchitamiento, abscisidén o cierre de pétalos.

58. El1 método de acuerdo con la reivindicacidén 57, en
donde la flor es un clavel, rosa, orquidea, verdolaga, malva o

begonia.

59, El1 método de acuerdo con la reivindicacién 50, en
donde el proceso de desarrollo de las plantas es abscisidén de

la hoja.

60. El1 método de acuerdo con la reivindicacién 50, en

donde la parte de la planta es una flor cortada.

(1]
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61. E1l método de acuerdo con la reivindicacidén 50, en
donde el retraso del proceso de desarrollo de las plantas
genera una vida Util incrementada o facilita el transporte a

mayor distancia de la planta o parte de la planta.

62. El1 método de acuerdo con la reivindicacién 50, en
donde dicha una o mds bacterias son inmovilizadas y se colocan
en, colocan sobre, o0 unen a una estructura fisica adecuada
para transporte o almacenamiento de la planta o parte de 1la

planta.
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I Industria y Comercio
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Bogotéa,
2020
Doctor (a)
RODRIGUEZ D~ ALEMAN DILIA MARIA
REFERENCIA Radicacién No. . 9 112336
Solicitud internacional = ' PCT/US2008/058286
Fecha inicio fase nacional 02/11/2009
Tramite 11
Evento : 379
Actuacidn 430
Oficio No. :
icio No 12509

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisgidn 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla SL bls del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, 'se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, debera presentar el documento que acredita la
existencia y representacién legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para que dentro del término de -dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perderd su prelacidn.

Notifiquese el presente ofj conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo guinto d tithlo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMENZA LESPEDES DE/VERGEL
Directora de Nuevas Creaciones (¢) ‘ Lyt
< )

El anterior rgﬁuerlmlento fue notificado por fijacidén en lista de

fecha 3‘NOV 2009

adpall

Al contestar favor indique el nimero : Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
de radicacién consignado en el rétulo Sede CAN: Av. Carrera 50 No. 26 - §5 int.2. Tel 5880070

Call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogotd D.C. Colombia
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Bogota,
2020

Doctor(a)

RODRIGUEZ D~ ALEMAN DILTIA MARIA

Apoderado(a) y/o Representante de

GEORGIA STATE UNIVERSITY RESEARCH FOUNDATION INC

REFERENCIA Radicacidén No. 9 112336
Solicitud internacional PCT/US2008/058286
Fecha inicio fase nacional 02/11/2009
Tramite 11
Evento 379
Actuacidn 430

Oficio No. , N 1 2510

Teniendo en cuenta que el capitulo re1v1nd1catorlo presentado excede de quince
reivindicaciones, es necesario ‘que caricele la tasa establecida por cada
reivindicacién adicional presentada, de conformidad con lo dispuesto en la
resolucién de tasas vigente para la fecha de presentacidn de la solicitud, so pena
de que no sean tenidas en cuenta dentro del presente tramite administrativo.

En consecuencia, con fundamento en lo previsto por el articulo 12 del Cédigo
Contencioso Administrativo, se le requiere para que dentro del término de dos (2)
‘meses siguientes a la fecha de notificacidén del presente oficio atienda el
requerimiento aqui sefialado. Lo anterior, con el alcance que para tal efecto
establece el articulo 13 de la misma codificacidn, respecto de las reivindicaciones
adicionales.

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

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL

| Directora de Nuevgs Creaciones (c)

. . ; G A¥“2151 ,

El anterior req7e§iﬂ to fue notificado ; .por"" fijacidn en lista de
w i . . 1 v

fecha . va

adpall
Al contestar favor indique el nmero ‘ Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
de radicacién consignado en el rétulo : Sede CAN: Av. Carrera 50 No. 26 - 55 int.2. Tel 5880070

Call Center 6513240. Linea 01800-910165
~Heb: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
, Bogotd D.C. Colombia



