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Sefor(a)
NATIONAL AGRICULTURE AND FOOD RESEARCH ORGANIZATION, SUNTORY
HOLDINGS LIMITED

TITULO DE LA SOLICITUD: “PRODUCCION DE COLOR AZUL EN FLORES DE
CRISANTEMO EMPLEANDO CASETES DE EXPRESION”

NUMERO DE SOLICITUD INTERNACIONAL: PCT/JP2016/069536

FECHA DE PRESENTACION INTERNACIONAL: 30 de junio de 2016.

PRIORIDAD(ES): 01/07/2015, JP (JAPON), 2015-133069

Como resultado del examen de patentabilidad realizado a la solicitud indicada en la
referencia, atendiendo a lo consagrado en el articulo 45 de la Decision 486 de 2000, se
le comunica que esta Direccion ha encontrado que la materia objeto de solicitud no
cumple con algunos requisitos establecidos en la Decision, con fundamento en los
siguientes aspectos:

1. Modificaciones presentadas (Art. 34 Decision 486)

Se aceptan las modificaciones radicadas el 12 de noviembre de 2019, bajo el numero
NC2018/0000523, por ajustarse a los requisitos legales.

2. Objeto de la invencion

De acuerdo con lo establecido en el numeral 1.2.2.2 del Capitulo Primero del Titulo X de
la Circular Unica para efectos del examen de patentabilidad, cuando la solicitud contenga
mas de diez (10) reivindicaciones y no se haya pagado la tasa complementaria, solo se
estudiaran las cubiertas por la tasa pagada al momento de realizar el examen de
patentabilidad consagrado en el articulo 45 de la Decision 486. Por lo tanto, se estudiaran
las reivindicaciones 1 a 10 del radicado N° NC2018/0000523 del 12 de noviembre de
2019.

El problema planteado en esta solicitud consiste en la necesidad de proporcionar plantas
de crisantemo transformadas con un color de flor azul, o sus progenies endogamicas o
exogamicas, o0 sus propagulos, cuerpos parciales de plantas, tejidos o células.

Para resolver este problema técnico, la solicitud en estudio proporciona un casete de
expresion que comprende un primer polinucleétido que comprende el gen 3',5-O-
glucosiltransferasa de antocianina derivado de clitoria y un segundo polinucleétido que
comprende el gen 3’, 5’-hidroxilasa flavonoide derivado de campanula, un vector que
comprende el casete de expresion y un método para producir plantas de crisantemo
transformadas con un color de flor azul.

3. De la solicitud de patente
3.1. Reivindicaciones (Art. 30 Decisidén 486)
- Las reivindicaciones 1y 7 no son claras ni concisas porque emplean la expresién “(...)

o fragmentos de los mismos (...)", la cual no permite determinar la secuencia exacta
de los polinucleétidos que hacen parte del casete de expresidon e impide determinar el
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alcance de las reivindicaciones. Se sugiere eliminar dicha expresion y definir los
polinucledtidos unicamente mediante sus caracteristicas técnicas esenciales
estructurales (SEQ ID NO) y funcionales.

- Las reivindicaciones 8 y 9 no son claras porque se refieren a “El casete de expresion
de acuerdo con la Reivindicacion 7 (...)”y “El casete de expresion de acuerdo con la
Reivindicacion 7 u 8 (...)”, no obstante, la reivindicacion 7 hace referencia a un método
para producir plantas de crisantemo transformadas con un color de flor azul y no a un
casete de expresion. Se sugiere realizar las correcciones o aclaraciones a que haya
lugar.

4. Determinacion del Estado de la Técnica

La fecha para determinar el estado de la técnica es el 1 de julio de 2015 que corresponde
a la fecha de presentacion de la solicitud de prioridad.

Consultadas las fuentes de informacidén con que se cuenta, se encontraron los siguientes
documentos que anticipan el objeto de esta solicitud:

item Documento Titulo Fecha de Publicacién
“Method for production of chrysanthemum

D1 EP 2423312 . S S » | 29 de febrero de 2012
plant having delphinidin-containing petals
Sasaki et al. Plant “Achievements and Perspectives in
D3 N Biochemistry Concerning Anthocyanin 01 de enero de 2015

Cell Physiol. Modification for Blue Flower Coloration”

El documento D1' divulga un método para producir una planta de crisantemo que
contiene delfinidina en los pétalos usando una regidn reguladora transcripcional del gen
flavanona 3-hidroxilasa derivado de crisantemo, un acido nucleico de esa region
reguladora, un vector de expresion que comprende un casete que contiene el acido
nucleico, y una planta de crisantemo, su progenie o un producto de proliferacién
vegetativa, o una parte o tejido de la planta, y particularmente un pétalo o una flor cortada
de la planta, en donde se ha introducido la region reguladora (Pag. 2, Parr. [0001]).

El documento D32 divulga una revisién de la bioquimica de la biosintesis de antocianinas
relacionada con la coloracion de flor azul. Destaca los logros recientes en el disefio de
flores de crisantemo de color azul mas brillante, asi como la elucidacion de las vias
biosintéticas de las antocianinas 7-poliaciladas (Pag. 29, Col. Izq., Parr. 4).

5. Examen de Patentabilidad (Art. 14 Decision 486)
5.1. Nivel Inventivo (Art. 18 Decision 486)

La reivindicacion 1 consiste en: “Un casete de expresion que comprende (...)” (Radicado
N°NC2018/0000523 del 12 de noviembre de 2019).

Tabla 1. Comparacioén de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del estado de la técnica:
Caracteristicas esenciales D1 D3

Un casete de expresion que | Un casete de expresion que
comprende comprende (Pag. 5, Parr. [0019],

No menciona

1https://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/originalDocument?CC=EP&NR=2423312A1&KC=A1&FT=D&ND=3&date=2012
0229&DB=&locale=en_EP

2 Sasaki, N., Nakayama, T. (2015). Achievements and perspectives in biochemistry concerning anthocyanin modification for blue
flower coloration. Plant Cell Physiol. 56(1). Recuperado desde: https://academic.oup.com/pcp/article/56/1/28/1898792
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Pag. 6, Parr. [0025], Pag. 81,
Reiv. 4, Fig. 2)

un primer polinucledtido
seleccionado del grupo que
consta de los siguientes (1-a)
a (1-c) o fragmentos de los
mismos

(1-a) un polinucledtido que
comprende la secuencia de
nucledtidos que figura como
SEC ID NO: 1;

(1-b) un polinucledtido que
codifica una proteina que
comprende la secuencia de
aminoacidos que figura como
SEC ID NO: 2;

(1-c) un polinucledtido que
codifica para una proteina
que comprende una
secuencia de aminoacidos, la
cual es la secuencia de
aminoacidos que figura como
SEC ID NO: 2 con una
delecién, sustitucion,
insercion y/o adicion de 1 a
20 aminoécidos, que tiene
actividad de transferencia de
azucares a los grupos de 3’y
5’ hidroxilo de antocianinas

No menciona

Antocianina
glucosiltransferasa
(CtUA3'5'GIcT) de Clitoria
ternatea (Pag. 35, Col. Izq.,
lineas 12 a 37)

3',5-

un segundo polinucledtido
seleccionado del grupo que
consta de los siguientes (2-a)
a (2-¢) o fragmentos de los
mismos

(2-a) un polinucledtido que
comprende la secuencia de
nucledtidos que figura en
SEC ID NO: 3;

(2-b) un polinucleétido que
codifica una proteina que
comprende la secuencia de
aminoacidos que figura como
SECID NO: 4;y

(2-¢) un polinucledtido que
codifica para una proteina
que comprende una
secuencia de aminoacidos, la
cual es la secuencia de
aminoacidos que figura como
SEC ID NO: 4 con una
delecion, sustitucion,
insercion y/o adicion de 1 a
20 aminoacidos, y que tiene
actividad de hidroxilacion de
las posiciones 3’ y 5 de

El gen 3’,5-hidroxilasa flavonoide
(F3'5’H) derivado de campanula,
unido a una region reguladora
transcripcional del gen flavanona
3-hidroxilasa (F3H) de crisantemo
y un terminador NOS (Pag. 6,
Parr. [0026], Pag. 13 y 14,
Ejemplo 2). El gen F3’5'H tiene la
SEQ ID NO: 51 (Pag. 13, Parr.
[0071]) (La SEQ ID NO: 51 es
100% idéntica a la SEQ ID NO: 3
reclamada en la solicitud, ver
Figura 1)

ademas un primer promotor y
un primer terminador unidos
funcionalmente al primer
polinucleétido, y un segundo
promotor y un segundo

flavonoides

en donde el casete de .,
L El casete comprende una region

expresion comprende

reguladora transcripcional del gen
flavanona 3-hidroxilasa (F3H) de
crisantemo y un terminador NOS
(Pag. 5, Parr. [0019], Pag. 6, Parr.
[0025] y [0026], Pag. 13 y 14,

No menciona
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terminador unidos | Ejemplo 2, Pag. 81, Reiv. 4, Fig.
funcionalmente al segundo | 2)
polinucledtido

El documento D1 se considera el estado de la técnica mas cercano a la invencion definida
en la reivindicacion 1 porque divulga un casete de expresién que comprende el gen 3',5’-
hidroxilasa flavonoide (F3’5'H) derivado de campanula, unido a una region reguladora
transcripcional del gen flavanona 3-hidroxilasa (F3H) de crisantemo y un terminador NOS
(Pag. 5, Parr. [0019], Pag. 6, Parr. [0025] y [0026], Pag. 13 y 14, Ejemplo 2, Pag. 81,
Reiv. 4, Fig. 2), lo que permite obtener plantas de crisantemo que contienen delfinidina
en los pétalos. El gen F3'5'H tiene la SEQ ID NO: 51 (Pag. 13, Parr. [0071]), la cual es
100% idéntica a la SEQ ID NO: 3 reclamada en la solicitud, como se evidencia en
alineamiento de la Figura 1. El documento divulga que cuando la delfinidina se acumula
en los pétalos, el color de la flor se vuelve mas azul (Pag. 6, Parr. [0023]) y que es
conocido que el color se vuelve mas azul a medida que el numero de grupos hidroxilo del
anillo B de las antocianidinas (que es el cromoéforo de las antocianinas) y/o el numero de
grupos acilo aromaticos aumenta (Pag. 2, Parr. [0003]).

Figura 1 Alineamiento de la SEQ ID NO: 51 del documento D1 con la SEQ ID NO: 3 reclamada en la solicitud.

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

EP24233124A1_51 GTEAAGCCACCATATCTATAGACATAACCATTCTCTTATGTGAACTTGT TGCTGCAATTT 1]

SOLICITUD 3 GTGAAGCCACCATGTCTATAGACATAACCATTCTCTTATGTGAACTTGT TGCTGCAATTT 1]
e e L L e s T

EP2423312A1 51 CACTCTACTTATTAACCTACTATTTCATTTGTTTCCTCTTCAAACCCTCTCATCATCACT 128

SOLICITUD 3 CACTCTACTTATTAACCTACTATTTCATTTGTTTCCTCTTCAAACCCTCTCATCATCACT 12@
e e e Lt

EP2423312A1 51 ACCACCTCOCTCCOGGCCCAACCGEATEECCOATCATTGEATCCCTTCCTCTCTTAGGCA 15@

SOLICITUD 3 ACCACCTCOCTCCCGGECCCAACCAEATERCCOATCATTGEATCCCTTCCTCTCTTAGGCA 18@
B T T Tt

EP2423312A1 51 CTATGCCACATETTTCCTTAGCCGACATGGCCOTAAAATACGGGCCTATAATGTACCTAA 248

SOLICITUD 3 CTATGCCACATATTTCCT TAGCCGACATGGCCOTAAAATACGGOCCTATAATGTACCTAA 244
s s o oo o o o 8 o o oo s o oo ook o R R sk

EP2423312A1 51 AACTTEETTCARAGEGECACCGTCETGECCTCAAATCCAARAGLCGCCCGAGCATTCTTGA 380

SOLICITUD 3 AACTTEETTCARAGEGCACCOTCATGACCTCARATCCAARAGICGCCCOAGCATTCTTGA 388
B e e e e e S e e e e e e e e

EP2423312A1 51 AATCCCATGATGCCAATTTTTCTAACCGTCCGATTEATGEEGGGCCCACCTACCTCGCGT 368

SOLICITUD 3 AATCCCATGATGCCAATTTTTCTAACCGTCCGATTGATGEGGGECCCACCTACCTCGCGT 368
B e e e e e S e e e e e e e e

EP2423312A1_51 ATAATGCACAAGACATGGTTTTTGCAGAATATGGCCCAAAATGEAAGCT TTTGCGAAAGE 42@

SOLICITUD 3 ATAATGCACAAGACATGGTTTTTGCAGAATATGGCCCAARATGEAAGCT TTTGLGAANGE 428
B e e e e e S e e e e e e e e

EP242331241_51 TATGTAGCTTGCACATGT TAGGCCCGAAGGCACTCGAGGATTGOGCTCATGTCAGAGTTT 45@

SOLICITUD_3 TATGTAGCTTGCACATGTTAGGC CCGAAGGCACTCGAGGATTGGGC TCATGTCAGAGTTT 432
B e e e e e S e e e e e e e e

EP242331241_51 CAGAGOTCOOTCATATGCTCAAAGAAATGTACGAGCAATCGAGTAAGTCCGTGCCAGTGG 544

SOLICITUD 3 CAGAGETCGGTCATATGC TCAAAGAAATGTACGAGCAATCGAGTAAGTCCGTGCCAGTGE 542
- B e e e e e S e e e e e e e e

EP242331241_51 TEETECCAGAGATGTTAACT TATGCCATGGC TAATATGATTGGACGAAT CATACTCAGTC 6aa

SOLICITUD_3 TEETECCAGAGATGTTAACT TATGCCATGAC TAATATGATTGGACGAAT CATACTCAGTC 62a
e e b L et e

EP24233124A1_51 GACGCCCTTTTAT TATCACGAGCAAATTAGACTCOTCTGCTTCTGCTGCTTCTGTTAGTG [11E

SOLICITUD 3 GACGCCCTTTTAT TATCACGAGCAAATTAGACTCGTCTGCTTCTGCTGCTTCTGTTAGTG oee
e e L L e s T

EP24233124A1_51 AATTCCAATATATGOTTATGGAGC TCATGAGEATGGCAGGGTTGTTCAATATTGATGATT Ericl

SOLICITUD 3 AATTCCAATATATGGTTATGGAGC TCATGAGGATOOCAGGATTGT TCAATATTGGTGATT 7ia

e e R L e s Y
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EP2423312A41 51 TCATACCATATATTGCGTGEATGGAT TTGCAAGGCATTCAACGCGATATGAAGGTTATAL 7Be

SOLICITUD 3 TCATACCATATATTGCGTGEATGGAT TTGCAAGGCATTCAACGCGATATGAAGGTTATAC 78e
e e T LY

EP2423312A1 51 AGCAAAAGTTTGATGTCTTGT TGAACAAAATGATCAAGGAACATACAGAATCCGCTCATG a4a

SOLICITUD 3 AGCAAAAGTTTGATGTCTTGT TRAACAAAATGATCAAGGAACATACAGAATCCGCTCATG a4a
B e e e e e e e e L e e

EP2423312A41 51 ATCOTAAAGATAATCCTGATTTTCTTGATATTCTTATGGCGGCTACCCAAGAAAACACGE Sed

SOLICITUD 3 ATCOTAAAGATAATCCTGATTTTCTTGATATTCTTATGGCGGCTACCCAAGAAAACACGE Saa
e e T T

EP2423312A1 51 AGGGAATTCAGCTTAATCTCGTAAATGTTAAGGCGCTTCTTTTGGATTTATTCACGGCGE 968

SOLICITUD 3 AGGGAATTCAGCTTAATCTCGTAAATGTTAAGGCGCTTCTTTTGGAT TTATTCACGGCGE 968
B e e e e e e e e L e e

EP2423312A41 51 GCACGEATACATCOTCGAGTGTGATCGAATGEGCAC TAGCCGAAATGTTGAACAATCGAC 1222

SOLICITUD 3 GCACGEATACATCOTCGAGTGTOATCGAATORGCACTAGCCGRAAATGTTGAACAATCGAC laza
B T

EP2423312A1 51 AGATCCTAAACCGOGCCCACGAAGAAATGEACCAAGTCATTGOCAGAAACAGAAGALCTAG lasa

SOLICITUD_3 AGATCCTAAACCEEGCCCACGAMGARATGOACCAAGTCATTGECAGAAACAGAAGALCTAG 1lasa
B e e e e e e e e L e e

EP2423312A41 51 AACAATCTGACATACCAMACTTGCCATATT TCCAAGCCATATGCAAAGAAACATTCCGAA 1142

SOLICITUD 3 AACAATCTEACATACCAMACTTGCCATATTTCCAAGUCATATGCARAGAAACATTCLGAA 114a
o R B MR N R R R R R g

EP2423312A1 51 AACACCCTTCCACGCCCTTARACCTCOCAAGAATCTCAACAGAAGAATGT GAAGTCGAAG 1zaa

SOLICITUD 3 AACACCCTTCCACGCCCTTAAACCTCOCAAGAATCTCAACAGRAGAATGT GAAGT CGAAG 122
B e e e e e e e e L e e

EP2423312A1 51 GATTTCGCATACCCAAAAACACTAGACTAATAGTGAACATATGGGCAATAGGGAGAGACT 12e@

SOLICITUD 3 GATTTCOCATACCCAAALACACTAGACTAATAGTGAACATATEGGCAATAGGGAGAGACT 1268
s o o o o o o o 8 o o o o s

EP2423312A41 51 CTAAAGTOTGEGAAAATCCATTGEAT TTTACCCCGRAACGATTCTTGAGT GAAARACACG 1322

SOLICITUD 3 CTAAAGTGTGEGAAAATCCATTGEAT TTTACCCCEEAACGATTCTTGAGT GAAAAACACG 1322
B e e e e e e e e L e e

EP2423312A1 51 COAAAATTEATCCOCGAGGTAAT CATTTTGAGT TAATCCCATTTGOGGCGEGACGEAGEA 138@

SOLICITUD 3 O TTEATCCGCGAGGTAAT CATTTTGAGT TAATCCCATTTGEGLCGAGACGEAGEA 1382
B e e e e e e e e L e e

EP2423312A41 51 TATGTGCAGGGEGC TAGAATGGGAGCGGCCTCGATCGAGTACATTTTAGGTACATTGGTGE 1442

SOLICITUD 3 TATGTGCAGGEGCTAGAATGGEGAGCGECCTCGETCGAGTACATTTTAGGTACATTGGTGE 1448
e e T LY

EP2423312A1 51 ACTCATTTGATTGOAAATTGCCTGATGGAGTTATGEAAGT TAATATGGAAGAGAGCTTTG 158a

SOLICITUD 3 ACTCATTTGATTGGEAAATTGCCTGATGEAGT TG TEEAAGT TAATATGLAAGAGAGCTTTG 15@2
B e e e e e e e e L e e

EP2423312A1 51 GEATAGCATTGCAGAAAAAGATGCCTCTTTCTGCTATTGTTACTCCAAGATTGCCTCCAL 15688

SOLICITUD_3 GEATAGCATT GCAGAAAAAGATGCCTCTTTCTGCTATTGTTACTCCAAGATTGCCTCCAL 1562

ERE EERAXEFRFFERF R ERRERXR R R R R R R R R R R
EP2423312A41 51 GTECTTACACTGTCTAGGCAAATGT 1585
SOLICITUD 3 GTECTTACACTGTCTAGGCAAATGL 1585

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

1: EP2423312A1_51 1ee.88 168.80
2: SOLICITUD_3 lee.ee 1e8.80

La diferencia entre la invencién definida en la reivindicacion 1 y el casete de expresion
divulgado en D1 consiste en que el casete de expresion reclamado en la solicitud
comprende adicionalmente un polinucleétido de SEQ ID NO: 1, correspondiente al gen
A3’5'GT derivado de Clitoria ternatea o un fragmento del mismo.

No se evidencia un efecto asociado a dicha diferencia, toda vez que se define el segundo
polinucledtido en términos parciales mediante la referencia a fragmentos del gen que
codifica la A3’5’GT; no obstante, las pruebas técnicas proporcionadas en el capitulo
descriptivo sélo dan cuenta de la obtencion de plantas de crisantemo con color de flor
mas azul por medio de la introduccion de un casete de expresion que comprende un
polinucledtido que codifica una enzima F3’5’H y un polinucledtido que codifica una enzima
A3’5'GT, mas no de secuencias parciales o fragmentos de los mismos. Por lo tanto, no
es posible asociar los datos de la descripcion a la materia tal como se reclama, y
establecer cual es el aporte al estado de la técnica.
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Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencion se puede
formular asi: ;Cémo modificar el casete de expresion conocido en D1 con el fin de
obtener un casete de expresion alternativo?

Sin embargo, el incluir un gen de A3’5’GT derivado de Clitoria ternatea, ya esta divulgado
en el documento D3 que se refiere a las estrategias para obtener flores azules, entre las
que se encuentra la manipulaciéon genética de flores para generar una acumulacion de
antocianinas del tipo delfinidinas poliaciladas (Pag. 34, Col. Izq., lineas 34 a 49) y
especificamente de delfinidinas 3’- o 7-poliaciladas (Pag. 37, Col. Der., Parr. 3). El
documento menciona que la modificacién de las antocianinas con grupos glicosilo y acilo
es catalizado por glicosiltransferasas (GTs) y aciltransferasas (ATs) en un orden
apropiado, donde la glicosilacién por las GTs proporciona la base para la acilacion por
las ATs. Adicionalmente, dichas modificaciones son importantes para mantener la
estabilidad del color y se cree que sirven como sefales para el transporte vacuolar (Pag.
34, Col. Der., Parr. 3). Indica ademas, que la acilacion 3’ o 7-aromatica es mas importante
que la acilacion 3- y/o 5-aromatica para la coloracion azul, y que ejemplos de antocianinas
con 3’-poliacilacion se encuentran en la gentiodelfina de Gentiana triflora y las ternatinas
de Clitoria ternatea (Pag. 34, Col. Der., lineas 26 a 31). Finalmente, divulga que las
UA3’GTs proporcionan la base para la 3’-poliacilacion y que una de las enzimas con dicha
actividad es la antocianina 3’,5’-glucosiltransferasa (CtUA3’'5’GIcT) de Clitoria ternatea,
involucrada en la biosintesis de ternatina (Pag. 35, Col. Izq., lineas 12 a 37).

En consecuencia, la persona normalmente versada en la materia, estaria motivada a
incluir el gen de la antocianina 3’,5’-glucosiltransferasa (CtUA3'5’GIcT) de Clitoria
ternatea del documento D3 en el casete de expresion divulgado en D1, para asi llegar al
objeto de la reivindicacién 1. Por lo cual se considera obvia.

Las reivindicaciones dependientes 2 a 6 no mencionan alguna caracteristica que, junto
con las caracteristicas de la reivindicacion independiente, aporte nivel inventivo al casete
de expresion de la reivindicacion 1, por lo cual se considera que no tienen nivel inventivo.

La reivindicacion 7 consiste en: “Un método para producir plantas de crisantemo
transformadas con un color de flor azul o sus progenies endogamicas o exogamicas, 0
sus propagulos, cuerpos parciales de plantas, tejidos o células, el método que comprende
la etapa de introducir (...)” (Radicado N°NC2018/0000523 del 12 de noviembre de 2019).

Tabla 2. Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del estado de la técnica:

Caracteristicas esenciales D1 D3

Un método para producir
plantas de crisantemo | Método para producir una planta
transformadas con un color | de crisantemo que contiene
de flor azul o sus progenies | delfinidina en sus pétalos (Pag.
endogamicas o exogamicas, | 80, Reiv. 1) Cuando la delfinidina No menciona
0 sus propagulos, cuerpos | se acumula en los pétalos, el
parciales de plantas, tejidos | color de la flor se vuelve mas azul
0 ceélulas, el método que | (Pag. 6, Parr. [0023])

comprende

la etapa de introducir un

primer polinucledtido Antocianina 3 5-

seleccionado del grupo que | i f

consta de los siguientes (1- . glucosiltransferasa .
No menciona (CtUA3’5'GIcT) de Clitoria

a) a (1-c) o fragmentos de
los mismos:

(1-a) un polinucledtido que
comprende la secuencia de

ternatea (Pag. 35, Col. Izq.,
lineas 12 a 37)
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nucleétidos que figura como
SEC ID NO: 1;

(1-b) un polinucleétido que
codifica una proteina que
comprende la secuencia de
aminoacidos que figura
como SEC ID NO: 2;

(1-¢) un polinucledtido que
codifica para una proteina
que comprende una
secuencia de aminoacidos,
la cual es la secuencia de
aminoacidos que figura
como SEC ID NO: 2 con una
delecion, sustitucion,
insercion y/o adicion de 1 a
20 aminoacidos, y que tiene
actividad de transferencia de
azucares a los grupos de 3’
y 5" hidroxilo de antocianinas

un segundo polinucleétido
seleccionado del grupo que
consta de los siguientes (2-
a) a (2-c) o fragmentos de
los mismos:

(2-a) un polinucledtido que
comprende la secuencia de
nucledtidos que figura en
SEC ID NO: 3;

(2-b) un polinucledtido que
codifica una proteina que
comprende la secuencia de
aminoacidos que figura
como SEC ID NO: 4;y

(2-c) un polinucledtido que
codifica para una proteina
que comprende una
secuencia de aminoacidos,
la cual es la secuencia de
aminoacidos que figura
como SEC ID NO: 4 con una
delecion, sustitucion,
insercion y/o adicion de 1 a
20 aminoacidos, y que tiene
actividad de hidroxilacion de
las posiciones 3’ y 5 de
flavonoides, en un huésped

Expresar F3'5’H (3’,5’-hidroxilasa
flavonoide) en una planta de
crisantemo usando una region
reguladora transcripcional del
gen F3H (flavanona  3-
hidroxilasa) (Pag. 5, Parr. [0016],
Pag. 80, Reiv. 1)

Transformar una planta de
crisantemo con un vector que
comprende un casete de
expresion que comprende el gen
3’,5’-hidroxilasa flavonoide
(F3'5’H) de campanula regulado
por el promotor de flavanona 3-
hidoxilasa (F3H) de crisantemo.
El gen F3'5'H tiene la SEQ ID
NO: 51 (Pag. 13 y 14, Ejemplo 2)
(La SEQ ID NO: 51 es 100%
idéntica a la SEQ ID NO: 3
reclamada en la solicitud, ver
Figura 1)

No menciona

El documento D1 se considera el estado de la técnica mas cercano a la invencién definida
en la reivindicacion 7 porque divulga un método para producir una planta de crisantemo
que contiene delfinidina en sus pétalos, donde el método comprende transformar una
planta de crisantemo con un vector que contiene un casete de expresion que comprende
el gen 3',5’-hidroxilasa flavonoide (F3'5’H) de campanula, regulado por el promotor de
flavanona 3-hidoxilasa (F3H) de crisantemo (Pag. 5, Parr. [0016], Pag. 13 y 14, Ejemplo
2, Pag. 80, Reiv. 1). El documento menciona que cuando la delfinidina se acumula en los
pétalos, el color de la flor se vuelve mas azul (Pag. 6, Parr. [0023]). Adicionalmente,
divulga la secuencia del gen F3'5’H de campanula (SEQ ID NO: 51) (Pag. 13, Parr.
[0071]), la cual es 100% idéntica a la SEQ ID NO: 3 reclamada en la solicitud, tal como
se evidencia en el alineamiento de la Figura 1.
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La diferencia entre la invencién definida en la reivindicacion 7 y el método divulgado en
D1 consiste en que en el método reclamado en la solicitud se introduce adicionalmente
un polinucleétido de SEQ ID NO: 1, correspondiente al gen A3’5’GT derivado de Clitoria
ternatea o un fragmento del mismo.

No se evidencia un efecto asociado a dicha diferencia, toda vez que se define el segundo
polinucledtido en términos parciales mediante la referencia a fragmentos del gen que
codifica la A3’5’GT; no obstante, las pruebas técnicas proporcionadas en el capitulo
descriptivo sélo dan cuenta de la obtencion de plantas de crisantemo con color de flor
mas azul por medio de la introduccion de un casete de expresion que comprende un
polinucledtido que codifica una enzima F3’5’H y un polinucleétido que codifica una enzima
A3’5’GT, mas no de secuencias parciales o fragmentos de los mismos. Por lo tanto, no
es posible asociar los datos de la descripcion a la materia tal como se reclama, y
establecer cual es el aporte al estado de la técnica.

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencion se puede
formular asi: ;; Como modificar el método conocido en D1 con el fin de obtener un método
de transformacion de plantas alternativo?

Sin embargo, el incluir un gen de A3’5’GT derivado de Clitoria ternatea, ya esta divulgado
en el documento D3 que se refiere a las estrategias para obtener flores azules, entre las
que se encuentra la manipulacion genética de flores para generar una acumulacion de
antocianinas del tipo delfinidinas poliaciladas (Pag. 34, Col. Izq., lineas 34 a 49) y
especificamente de delfinidinas 3’- o 7-poliaciladas (Pag. 37, Col. Der., Parr. 3). El
documento menciona que la modificacion de las antocianinas con grupos glicosilo y acilo
es catalizado por glicosiltransferasas (GTs) y aciltransferasas (ATs) en un orden
apropiado, donde la glicosilacion por las GTs proporciona la base para la acilacion por
las ATs. Adicionalmente, dichas modificaciones son importantes para mantener la
estabilidad del color y se cree que sirven como sefiales para el transporte vacuolar (Pag.
34, Col. Der., Parr. 3). Divulga ademas que las UA3'GTs proporcionan la base para la 3’-
poliacilacion y que una de las enzimas con dicha actividad es la antocianina 3’,5'-
glucosiltransferasa (CtUA3'5’GIcT) de Clitoria ternatea, involucrada en la biosintesis de
ternatina (Pag. 35, Col. I1zq., lineas 12 a 37). Finalmente, sefala que es posible proponer
una ruta bioquimica para la ingenieria de antocianinas azules utilizando las vias de
modificaciéon de la antocianina vacuolar con una combinaciéon apropiada de vias
citoplasmaticas (Pag. 37, Col. Der., Parr. 3).

En consecuencia, la persona normalmente versada en la materia, estaria motivada a
incluir el gen de la antocianina 3’,5-glucosiltransferasa (CtUA3’'5’GIcT) de Clitoria
ternatea del documento D3 en el casete de expresion del método divulgado en D1, para
asi llegar al objeto de la reivindicacion 7. Por lo cual se considera obvia.

Las reivindicaciones dependientes 8 a 10 no mencionan alguna caracteristica que, junto
con las caracteristicas de la reivindicacion independiente, aporte nivel inventivo al método
de la reivindicacion 7, por lo cual se considera que no tienen nivel inventivo.

6. Conclusion con respecto a novedad y/o nivel inventivo

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

item Documento Reivindicaciones afectadas Requisito que afecta
D1 EP 2423312 1a10 Nivel Inventivo
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Sasaki et al., Plant Cell

D3 Physiol.

1a10 Nivel inventivo

7. Respuesta a los argumentos del solicitante
El solicitante argumenta que:

“...) las ensenanzas de D3 se centran en divulgar que la combinacién de enzimas
glicosiltransferasas (GT) y aciltransferasas (AT) hace posible la obtencion de flores de
color azul. Particularmente, dicho documento no describe la combinacion especifica de
los genes CamF3'5'H y CtA3'5'GT.

Respecto de lo anterior, el Parrafo [0093] del presente Capitulo Descriptivo establece que
al transformar una planta con un casete de expresiéon que comprende genes que codifican
para las enzimas A3'5'GT y A3'AT no se obtuvo una planta de crisantemo azul. En este
sentido, las ensefianzas del arte previo citado no son efectivas para alcanzar un efecto
técnico como el de la presente invencion y, por lo tanto, una persona normalmente versada
en la materia no encontraria una motivacién en D3 para elucidar de manera obvia la
materia de la presente solicitud (...)”

Frente a lo anterior, esta Oficina se permite aclarar que, contrario a lo mencionado por el
solicitante, el documento D3 no se centra unicamente en divulgar que la combinacion de
enzimas glicosiltransferasas y aciltransferasas hace posible la obtencion de flores de
color azul, puesto que se trata también de una revision de la bioquimica de la biosintesis
de antocianinas relacionada con el color de flor azul (Pag. 29, Col. lzq., Parr. 4).
Adicionalmente, el documento D3 sefala que el color azul proviene principalmente de
glicosidos de delfinidina (Pag. 28, Col. Der., Parr. 2), que las antocianinas del tipo
delfinidinas son mas azules que las antocianinas derivadas de pelargonidina o cianidina
y que de hecho, las flores azules en la naturaleza tienden a tener antocianinas del tipo
delfinidinas (Pag. 29, Col. Der., Parr. 1). Con base en lo anterior, no sorprende que el
solicitante no haya obtenido flores de crisantemo de color azul al incluir genes de A3’5°GT
y A3’AT, puesto que, tal como continta indicando el documento D3, la acumulacion
exclusiva de antocianinas del tipo delfinidinas proporcionan la base para flores mas
azules (Pag. 29, Col. Der., Parr. 2) y, dado que los crisantemos carecen de delfinidinas y
acumulan antocianinas del tipo cianidinas, resultaria obvio para una persona
normalmente versada en la materia la necesidad de modificar previamente el tipo de
antocianina que se expresa en el crisantemo para poder realizar modificaciones
posteriores como glicosilaciones o acilaciones (ver Pag. 29, Col. Der., Parr. 2 de D3).

Respecto al argumento del solicitante segun el cual:

“(...) antes de la fecha de prioridad de esta solicitud era de amplio conocimiento en la
técnica que el color azul no se produce en pétalos, incluso cuando una combinacion de
F3'6'H y cualquier 3'6'GT se ha transferido con éxito por ejemplo a un crisantemo, que
tiene alta poliploidia, pero también en una planta de rosa o una planta de clavel. Como lo
discute Noda et al. (2017)?, en la técnica se conoce que la glucosilacion en los residuos 3'
y §'-hidroxilo de antocianinas es responsable de la coloracién roja en las flores, es decir
al introducir por ejemplo CtUA3'6'GT como GT. Por lo tanto, una persona normalmente
versada en la materia se veria disuadida a introducir F3'5'H y GT para obtener una planta
con flores de color azul (...)”

Esta Oficina desea aclarar que en primer lugar, el documento de Noda et al. citado por el
solicitante no constituye estado de la técnica valido para analizar la patentabilidad de la
presente solicitud, puesto que su fecha de publicacidon es posterior a la fecha de prioridad
reivindicada y en segundo lugar, revisando mas a fondo las referencias 23 a 26 de dicho
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documento que mencionan que la glucosilacion en los residuos 3' y 5'-hidroxilo de
antocianinas es responsable de la coloracion roja en las flores, estas afirmaciones se
dirigen a glucosidos de cianidinas, mas no a la glucosilacion de delfinidinas.

El solicitante continua argumentando que:

“(...) como se describe reiteradamente en D3, antes de la fecha de presentacion de la
previamente (sic) solicitud se consideraba que para que se exprese el color azul en flores,
era necesario que las antocianinas en los pétalos se modifiquen mediante la incorporacion
de mdultiples acidos organicos aromaticos empleando una enzima AT seguida de la accion
de una enzima GT (...) las ensefianzas de D3 no describen que sea posible obtener una
flor de color azul sin poliacilar las antocianinas y no ensefia ni sugiere que se pueda
obtener una flor azul al glucosilar las posiciones 3 'y 8’ de las antocianinas sin recurrir a
una etapa previa de poliacilacion. Como se describe en el Parrafo [0008] del Capitulo
Descriptivo de la solicitud, la presente invencion se basa en el hallazgo sorprendente de
que cuando las enzimas CtA3'5'GT y CamF3'5'H son expresados en pétalos de
crisantemo, es posible obtener una planta de crisantemo transformada que tiene un color
de flor azul previamente inalcanzable (carta de colores RHS, 5a edicién: grupo azul
violeta/grupo azul y/o angulo de tonalidad: 230° a 290°), sin que sea necesario expresar
una enzima aciltransferasa (...)”

En ese sentido, cabe resaltar que el solicitante esta haciendo una interpretacion errénea
de las ensenanzas del documento D3, puesto que el mismo indica claramente que la
glicosilacion por glicosiltransferasas (GT) proporciona la base para la acilacién por las
aciltransferasas (AT) y que dicha modificacion se realiza en un orden apropiado (Pag. 34,
Col. Der., ultimo parrafo), lo cual es totalmente contrario a lo expresado por el solicitante.
Esto se hace mas evidente al observar la figura suplementaria S33 del documento, donde
se muestran algunas reacciones de transferencia de grupos acilo, las cuales se realizan
sobre los motivos de azucares de las antocianinas. Asi mismo, aunque esta Oficina
reconoce que el solicitante logra demostrar que se obtiene una flor de crisantemo mas
azul mediante la expresion de las enzimas CtA3'5'GT y CamF3'5'H sin necesidad de una
aciltransferasa, el documento D3 indica que la glicosilacién es un paso necesario para
posteriores modificaciones con grupos acilo y que es posible disefar una ruta bioquimica
para la ingenieria de antocianinas azules utilizando las vias de modificacion de la
antocianina vacuolar con una combinacion apropiada de vias citoplasmaticas (Pag. 37,
Col. Der., Parr. 3), por lo cual, una persona normalmente versada se hubiera visto
motivada a introducir una enzima glicosiltransferasa.

Frente al argumento segun el cual:

“...) UA3'5'GT de la presente es una especie molecular completamente diferente de la
enzima UA3GT que se muestra en la Figura 2 de D3. Como se ilustra en la Figura 2 de la
presente solicitud, UA3'65'GT es una enzima especifica del guisante de mariposa que
glucosila grupos hidroxi en las posiciones 3 'y &' de delphinidina después de la 3-
malonilacién del 3-glucésido de delfinidina que se muestra en la Figura 2 de D3. El color
de la flor de un mutante de guisante de mariposa sin funcion UA3'5'GT es malva
(Phytochemistry 64 (2003) 1133). Por lo tanto, es evidente que un color de flor azul
verdadero (Carta de colores RHS: grupo azul violeta o grupo azul, angulo de tonalidad:
230° a 290°) diferente del malva y el purpura no se puede crear solo mediante la utilizacion
de los genes mostrados en la Figura 2 de D3. Como se ilustra en la Figura 5 de la presente
solicitud, tanto F3'5'H como UAS3'5'GT funcionan para sintetizar la delfinidina
adicionalmente glucosilada en las posiciones 3'y 5' (Dp3MG3'5'diG), por lo que se logra
la coloraciéon de la flor azul. Por lo tanto, la presente invencion no podria haberse

3 https://academic.oup.com/pcp/article/56/1/28/1898792#supplementary-data
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concebido a partir de la combinacion de las ensefianzas del arte previo citado, dado la
persona normalmente versada en la materia no podria llegar al objeto de la presente
invencion mediante ninguna combinacion de la enzima F3'5'H descrita en D1 con ninguno
de los diversos tipos de GT descritos en D3 (...)”

Esta Oficina aclara que la figura 2 del documento D3 sdlo ilustra una ruta biosintética de
antocianinas general y en la misma no se incluyen todas las enzimas que podrian
intervenir en dicha ruta. De igual manera, el documento D3 se refiere explicitamente a la
UA3'5'GT de Clitoria ternatea (Pag. 35, Col. I1zq., Parr. 1y 2, Pag. 37, Col. Der., Parr. 2,
Fig. S5 e)), por lo cual los argumentos del solicitante carecen de fundamento.

En cumplimiento del articulo 45 de la Decisién 486 de 2000, se le indica que debe dar
respuesta dentro del término de sesenta (60) dias contados a partir de la fecha de
notificacion de la presente comunicacién. En caso de no dar respuesta al presente
requerimiento, o si a pesar de la respuesta subsistieran los impedimentos para la
concesion, se denegara la patente.

Si como respuesta a este requerimiento, el solicitante modifica: i) el capitulo
reivindicatorio, ii) la descripcion de la invencion a proteger, iii) o presenta un nuevo
capitulo reivindicatorio debera observar las instrucciones contenidas en el numeral
1.2.2.1.1., del Capitulo Primero del Titulo X de la Circular Unica y la Direccién de Nuevas
Creaciones seguira el procedimiento descrito en el numeral 1.2.2.5.1.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 6.2 del Capitulo
Sexto del Titulo | de la Circular Unica, informandoles que contra el mismo no procede

recurso alguno en actuacion administrativa.
W

Edna Marcela Ramirez Orozco
DIRECTORA DE NUEVAS CREACIONES
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EXAMEN DE PATENTABILIDAD

Solicitud No. Examen de patentabilidad
NC2018/0000523 1° 2° 3° X Revoca
Solicitud Internacional No. Fecha solicitud internacional: (DD/MM/ANO)
PCT/JP2016/069536 30 de junio de 2016
Fecha de determinacion estado de la técnica Prioridad Presentacién
(DD/MM/ANO)
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Solicitante
NATIONAL AGRICULTURE AND FOOD RESEARCH ORGANIZATION, SUNTORY HOLDINGS LIMITED
Reivindicaciones que no son objeto de busqueda por:
Art. 14 - At 1s - Jart20 - Qﬁéﬁgiéi';"ta de unidad de -

CRITERIOS DE BUSQUEDA

Reivindicaciones objeto de busqueda 1a10

Blue flower, chrysanthemum, hydroxylase, glucosyltransferase or
Palabras clave utilizadas glycosyltransferase, Campanula, Clitoria, F3’5’H, 3',5'-
hydroxylase, 3'5’GT, 3’,5’-O-glucosyltransferase, delphinidin

Clasificaciones utilizadas para la busqueda CIP: |C12N 15/09, AO1H 5/00, AO1H 5/02, C12N 5/10
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(Documentos patente, Literatura no patente (LNP): Articulos, catalogos, etc.)

Informes de N° de solicitud de Fecha de

busqueda / patente / Publicacion Reivindicaciones Categoria del
Bases de datos| N° de patente / /Presentacion /Secuencias | Citas relevantes del estado de la técnica| documento
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CO 11143300 28/10/2010 - - A
SIPI CO 11143302 28/10/2010 - - A
CO 11143305 28/10/2010 - - A
ISA (JPO) Pag. 2, Parr. [0003], Pag. 5, Parr.
USPTO WO 2010/122849| 28/10/2010 1a10 [0019], Pag. 6, Parr. [0023], [0025] y v
PatBase EP 2423312 29/02/2012 SEQ ID NO: 3 |[0026], Pag. 13y 14, Ejemplo 2, Pag.
STN 81, Reiv. 4, Fig. 2
Noda et al. 01/10/2013 - - A
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