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TITULO DE LA SOLICITUD: “POLINUCLEOTIDOS, CEBADORES Y METODOS PARA
DETECCION DE EVENTOS TRANSGENICOS, CONSTRUCCION GENETICA, KIT
PARA DETECCION DE MATERIAL A PARTIR DE UNA MUESTRA DE PLANTA,
EVENTO CTC91087-6, PLANTA DE CANA DE AZUCAR RESISTENTE A INSECTOS Y
METODO PARA PRODUCIR UNA PLANTA DE CANA DE AZUCAR RESISTENTE A
INSECTOS, CELULA DE PLANTA, PARTE DE PLANTA O SEMILLA”

NUMERO DE SOLICITUD INTERNACIONAL: PCT/BR2020/050201

FECHA DE PRESENTACION INTERNACIONAL: 4 de junio de 2020.

PRIORIDAD: BR 10 2019 0116005 4 de junio de 2019.

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

1. Modificaciones presentadas

Revisada la modificacion a la solicitud objeto de estudio, la cual fue radicada el 20 de
diciembre de 2022 bajo el nimero NC2022/0018502, y teniendo en cuenta lo sefialado
en el articulo 34 de la Decision 486 de 2000 de la Comisién de la Comunidad Andina,
esta oficina acepta las modificaciones presentadas por ajustarse a los requisitos legales.

2. Objeto de lainvencion

El problema planteado consiste en la necesidad de desarrollar estrategias para mitigar el
dafio causado a los cultivos de cafia de azucar por la infestaciobn de plagas,
especialmente por la infestacion por la plaga del barrenador de la cafia de azucar.

Para resolver dicho problema técnico, la solicitud en estudio plantea un polinucleétido
caracterizado porque comprende al menos 14 nucleétidos contiguos de la SEC ID nro.:
18.

3. Reivindicaciones estudiadas

El presente estudio se basa en el capitulo reivindicatorio del escrito radicado bajo nimero
NC2022/0018502 presentado el 20 de diciembre de 2022.

4. No es unainvencion

En consideracion con lo establecido en el literal b) del articulo 15 de la Decision 486 de
2000 de la Comision de la Comunidad Andina:

“No se consideran invenciones:
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(...) b) el todo o parte de seres vivos tal como se encuentran en la naturaleza, los
procesos biolégicos naturales, el material biolégico existente en la naturaleza o

aquel que pueda ser aislado, inclusive genoma o germoplasma de cualquier ser
vivo natural;(...)"

Debido a lo anterior, esta oficina determina que el objeto de las reivindicaciones 1 a 4 no
se consideran como una invencion, toda vez que, polinucleétidos de al menos 14, 15 o
16 nucledtidos contiguos de la SEQ ID NO: 18 o aquellos que comprenden la SEQ ID
NO: 18 corresponden a secuencias de polinucleétidos de la naturaleza (alineamiento 1).

Glycine max cultivar Williams 82 chromosome 9
Sequence ID: CP126434.1 Length: 51165319 Number of Matches: 1

Range 1: 38934680 to 38934705 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps
40.1 bits(20) 5.2 20/20{100%) 0/20{0%)

Query 1 WTTMGTECTGATETCAE 28

Shjct 38534785 AAATTAAGTACTGATATCAC 38934686

Camelina sativa cultivar Joelle chromosome 11
Sequence ID: CP145275.1 Length: 53504147 Number of Matches: 1

Range 1: 46479744 to 46479761 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps
36.2 bits{18) a1 18/18(100%) 0/18{0%)
Query 2 AATTAAGTACTGATATCA 16

Sbjct 46479744 AATTAAGTACTGATATCA 46479761

Alineamiento 1. Entre las accesiones CP126434.1 y CP145275.1 del NCBI con la SEQ ID NO: 18 de la
solicitud mostrando 100% de identidad.

Asi mismo, el objeto de las reivindicaciones 6 a 9 no es una invencion, toda vez que
polinucledtidos de al menos 14, 15 o 17 nucleédtidos de la SEQ ID NO: 19 o que

comprenden la SEQ ID NO: 19 corresponden a polinucledtidos de la naturaleza
(alineamiento 2).

Sorghum bicolor cultivar Huandiaonuo chromosome 2
Sequence ID: CP137836.1 Length: 77639091 Number of Matches: 1

Range 1: 45995446 to 45995464 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps
38.2 bits(19) 21 19/19(100%) 0/19{0%)
Query 7 ATCAGTGTTTGAACCGTTG 25

Sbjct 45595445 ATCAGTGTTTGAACCGTTG 45895464

Alineamiento 2. Entre las accesiones CP137836.1 del NCBI con la SEQ ID NO: 19 de la solicitud
mostrando 100% de identidad.

De otra parte, el objeto de la reivindicacion 28 no es patentable toda vez que reclama un
producto de una planta transgénica de cafla de azUcar, pero de acuerdo con la
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descripcién “Ejemplos de productos basicos incluyen, entre otros: bagazo, jugo de cafia
de azucar, jarabe, etanol de primera generacion (producido a partir de jugo de cafia de
azucar), etanol de segunda generacion (etanol celulésico; producido a partir de biomasa),
biomasa, azUcar, azucar en bruto, azucar refinado, melaza, vinaza y fibra”, por lo tanto,
cualquiera de estos productos no podria ser distinguido de un producto de la naturaleza.
Cabe aclarar que, la modificacion se realiza para la resistencia de la planta y, por tanto,
los productos reclamados son tal cual como se encuentran en la naturaleza.

5. Excepcion de Patentabilidad

Conforme a lo establecido en el literal c) del articulo 20 de la Decision 486 de 2000 de la
Comision de la Comunidad Andina:

“No seran patentables:

(...) c) las plantas, los animales y los procedimientos esencialmente biolégicos para
la produccion de plantas o animales que no sean procedimientos no biolégicos o
microbiolégicos; (...)"

Debido a lo anterior, esta oficina establece que el objeto de las reivindicaciones 30 y 32
no es patentable, toda vez que, reclama un método para producir una planta cuya Unica
etapa es cruzar una planta de cafia transgénica con otra planta de cafia no transgénica
para producir descendencia o un método de cultivo de una planta de cafia transgénica
cuya Unica etapa es colocarla a crecer bajo condiciones de infestacion de plaga, donde
ambos son procedimientos esencialmente biolégicos para la produccién de plantas pese
a que las mismas sean transgénicas.

6. Reivindicaciones relativas a un uso

De conformidad con lo sefialado en el articulo 14 de la Decision 486 de 2000 de la
Comisién de la Comunidad Andina solo son patentables las invenciones de producto o
de procedimiento.

En consecuencia, la reivindicacion 23 no se considera patentable, teniendo en cuenta
gue reclaman un uso de un kit el cuél anicamente esta caracterizado por su uso para
detectar una modificacion genética en una planta transgénica

7. De lasolicitud de patente
7.1.Titulo

De conformidad con el literal d) del articulo 27 de la Decision 486 de 2000 de la Comision
de la Comunidad Andina, el nombre de la invencion de que se trata debera reflejar el
objeto y el campo industrial con el cual se relaciona la misma y ser concordante con la
materia descrita y las reivindicaciones de la solicitud. El nombre no podra referirse a
nombres personales, marcas de productos o nombres de fantasia.

El titulo de la solicitud no refleja el objeto divulgado en la descripcion y las
reivindicaciones, por lo cual se sugiere el siguiente titulo: “CONSTRUCCION GENETICA
QUE COMPRENDE LOS GENES CRY1AC Y BAR, Y METODOS PARA LA DETECCION
Y PRODUCCION DE PLANTAS DE CANA DE AZUCAR (SACCHARUM SPP.)
TRANSGENICAS RESISTENTES A INSECTOS”.

7.2.Reivindicaciones
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Teniendo en cuenta lo establecido en el articulo 30 de la Decision 486 de 2000 de la
Comision de la Comunidad Andina:

"Las reivindicaciones definirdn la materia que se desea proteger mediante la
patente. Deben ser claras y concisas y estar enteramente sustentadas por la
descripcion. (...)"

Esta oficina informa que,

La reivindicacion 5 no es clara y carece de sustento porque menciona “caracterizado
porque comprende la SEC ID nro.: 13", pero un polinucleétido que comprenda dicha
secuencia daria lugar a polinucleétidos que no son explorados por el solicitante. Se
sugiere cambiar la palabra “comprende” y decir que el polinucleétido consiste en la SEQ
ID NO: 13.

Las reivindicaciones 10 a 12 no son claras y carecen de sustento porque mencionan
“caracterizado porque comprende la SEC ID nro.:”, pero un polinucleétido que comprenda
las secuencias mencionadas en dichas reivindicaciones daria lugar a polinucleétidos que
no son explorados por el solicitante. Se sugiere cambiar la palabra “comprende” por
“consiste”.

La reivindicacion 14 no es clara porque menciona “Un método para detectar material
vegetal de la cafia de azUcar modificada genéticamente del evento CTC91087-6, que
comprende las etapas de: a) obtener una muestra de material vegetal para su analisis; b)
extraer ADN de la muestra; c) proporcionar pares de cebadores que comprenden al
menos un cebador directo y uno inverso; d) amplificar una region entre el par de
cebadores; y e) detectar la presencia de un producto a partir de la amplificacién” pero no
menciona cuales son los cebadores, tampoco cuanto es el tamafio del amplicon
esperado. Ademas, siendo una reivindicacion independiente deberia comprender todas
las caracteristicas y condiciones técnicas esenciales del método reclamado. Se le
recuerda al solicitante que la reivindicacién independiente debe ser autosuficiente y
comprender todas las caracteristicas técnicas esenciales de la invencion. Se sugiere
incluir todas las caracteristicas del método como los SEQ ID NO: de los cebadores que
deben usarse y el tamafio de amplicén esperado. Adicionalmente, se menciona en la
descripcién sondas que se usan para la PCR las cuales deben ser incluidas en el método
con sus respectivas SEQ ID NO: en concordancia con lo sustentado en el capitulo
descriptivo. Adicionalmente, la expresién “CTC91087-6", no es clara y no permite
distinguir el objeto de la solicitud del estado de la técnica, dado que, es un nombre
arbitrario mencionado por el solicitante. Se sugiere eliminar dicha expresion.

Las reivindicaciones 15 a 21 mencionan caracteristicas técnicas esenciales del método
gue deberian ser incluidas en la reivindicacion independiente. Se sugiere incluir las
caracteristicas técnicas esenciales mencionadas en dichas reivindicaciones en la
reivindicacion independiente 14.

Las reivindicaciones 15 a 19 no son claras y carecen de sustento porque no establecen
cudles son los cebadores fordward y reverse, por tanto, no establece cuales son las
parejas correspondientes y a cual secuencia de ADN estan dirigidos, dado que
mencionan que dichos cebadores son seleccionados de un grupo, pero no podria
seleccionarse cualquier pareja de cebadores. Se sugiere aclarar cual es cada pareja de
cebadores y a cudl secuencia esté dirigida respectivamente.

La reivindicacién 15 no es clara y carece de sustento porque menciona “caracterizado
porque al menos un par de cebadores comprende secuencias de nucledtidos contiguas
seleccionadas del grupo que consiste en la SEC ID nro.: 23, la SEC ID nro.: 24, la SEC
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ID nro.: 30, y la SEC ID nro.: 31", pero la SEQ ID NO: 23 tiene una longitud de 2064 pb,
la SEQ ID NO: 24 tiene 1436 pb, la SEQ ID NO: 30 tiene 2064 pb y la SEQ ID NO 31
tiene 1436 pb, por tanto, no es una secuencia de cebadores y ni se evidencia en la
descripcion cebadores con dichas longitudes, asi mismo, la expresion “contiguas” no es
clara y no indica cudl es la longitud en nucleétidos de los cebadores. Adicionalmente,
cualquier secuencia de cualquier longitud daria lugar a un sinnimero de cebadores que
no son explorados por el solicitante. Tampoco es claro silas SEQ ID NO: 23, 24,30y 31
son amplicones esperados, dado que, para dar un ejemplo se menciona en esta misma
reivindicacién que los cebadores estan disefiados para unirse a la SEQ ID NO: 22 pero
la SEQ ID NO: 31 unicamente tiene una identidad del 51.52% con la SEQ ID NO: 22. Se
sugiere realizar las aclaraciones pertinentes y reclamar Unicamente la materia que
encuentra sustento en la descripcidén. De acuerdo con la descripcion las SEQ ID NO: 23
y 24 son fragmentos flanqueantes para recombinacion homologa y en ningln momento
corresponden a cebadores. Se sugiere realizar las aclaraciones pertinentes.
Adicionalmente, en la descripcion se menciona que el amplicon tiene la SEQ ID NO: 12
0 13, pero dicho amplicon no es el mismo para la SEQ ID NO: 22 o para la SEQ ID NO:
29 de acuerdo con el alineamiento 3, dado que, las SEQ ID NOs: 12 y 13 tienen 100%
de identidad con la SEQ ID NO: 22 pero con la SEQ ID NO: 29 la identidad es Unicamente
del 50.52 % y 44.19%, por lo tanto, estos no son amplicones de dicha secuencia
(alineamiento 3). Asi mismo, no es posible determinar cuéles son los cebadores para
realizar dicha amplificacion porque las SEQ ID NO: 6, 7, 8 y 9 no se pegan en pareja a la
SEQ ID NO: 22, dado que, las SEQ ID NO: 7 solo tiene una identidad del 25% y la SEQ
ID NO: 9 solo tiene una entidad del 37.50% de dicha secuencia, respectivamente. Por su
parte, las SEQ ID NOs: 7 a 9 no se pegan a la SEQ ID NO: 12,y las SEQ ID NOs: 6, 7y
9 no se pegan a la SEQ ID NO: 13 (alineamiento 3), por lo que, no es claro cuales son
los cebadores que permiten dicha amplificacion. Se sugiere realizar las aclaraciones
pertinentes.

La reivindicacién 22 no es clara y carece de sustento porque reclama un método para
detectar una modificacion genética en una planta transgénica de cafia de azlcar, pero
menciona “proporcionar una sonda disefiada para unirse a un polinucleétido que
comprende 14 0 mas nucleétidos contiguos de secuencias seleccionadas del grupo que
consiste en la SEC ID nro.: 18, SEC ID nro.: 19, SEC ID nro.: 32, y la SEC ID nro.: 33"
pero esto daria lugar a un sinnimero de sondas que no son exploradas por el solicitante
y que carecen de sustento en la descripcion. Se sugiere mencionar las caracteristicas
técnicas esenciales de las sondas de hibridacion y su SEQ ID NO: respectiva en
concordancia con lo divulgado en el capitulo descriptivo y eliminar la expresion “que
comprende 14 o mas nucledtidos contiguos”. Ademas, menciona “c) c)” se sugiere
eliminar una “c)".

En las reivindicaciones 24 y 25 no es clara la expresion “un medio” en el contexto de la
materia reclamada, puesto que no se refiere a medios de cultivo, se sugiere eliminar dicha
expresién y mencionar los componentes que conforman el kit.

La reivindicacién 24 no es clara y carece de sustento porque menciona “caracterizado
porque los medios comprenden pares de cebadores disefiados para unirse a un
polinucledtido que comprende nucleétidos contiguos de secuencias seleccionadas del
grupo que consiste de la SEC ID nro.: 22,y la SEC ID nro.: 29, caracterizado porque al
menos un par de cebadores comprende secuencias de nucledtidos contiguas
seleccionadas del grupo que consiste en la SEC ID nro.: 23, SEC ID nro.: 24, SEC ID
nro.: 30,y la SEC ID nro.: 31", pero esto daria lugar a cualquier combinacion de cebadores
lo cual no encuentra sustento en la descripcion, tampoco se evidencia que se use mas
de un par para la deteccion. Se sugiere indicar de manera especifica cada una de las
parejas de cebadores que va dirigida a cada uno de los polinucle6tidos correspondientes
de acuerdo a lo divulgado en el capitulo descriptivo.
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La reivindicacién 28 no es clara porque menciona “Un producto basico elaborado a partir
de una planta de cafia de azucar (Saccharum spp.) modificada genéticamente que
comprende la SEC ID nro.: 18 o la SEC ID nro.: 19", pero no menciona las caracteristicas
del producto ya que Unicamente esté definido por su elaboracion a partir de la planta de
cafia de azucar, pero no es claro a que se refiere con la mencién de producto basico y
no permite distinguir el objeto de la solicitud.

La reivindicacion 29 no es clara porque las etapas del método inician por infinitivo a
excepcion de las etapas b) y c), se sugiere cambiar dichas etapas a infinitivo de tal forma
gue “obtencién de callos embriogénicos” pase a “obtener callos embriogénicos” y “co-
cultivo de callos embriogénicos con un cultivo de Agrobacterium” cambie a “co-cultivar
callos embriogénicos de cafia con un cultivo de la bacteria Agrobacterium que comprende
la construccién genética de SEQ ID NO: 20 o 21”. Tampoco es clara porque la etapa d)
menciona “células transformadas que contienen el fragmento funcional” pero en dicha
expresion no es claro a que se refiere “fragmento funcional”, ya que, podria ser cualquier
compuesto, molécula, acido nucleico, proteina etc, se sugiere reemplazar dicha
expresion por “células transformadas de la planta que contienen la SEQ ID NO: 20 o la
SEQ ID NO: 21",

Las reivindicaciones 29 y 31 no son concisas porque son independientes y reclaman la
misma materia pese a que tienen preambulos diferentes. Se sugiere eliminar una de las
dos reivindicaciones e incluir todas las caracteristicas técnicas esenciales en una sola
reivindicacion.

El capitulo reivindicatorio no es claro, toda vez que los elementos esenciales de la
invencion, que deberian ser parte de la reivindicacion principal, se encuentran distribuidos
en diferentes reivindicaciones. De acuerdo con lo anterior, se sugiere replantear el
capitulo reivindicatorio, de manera que la reivindicacion independiente incluya todas las
caracteristicas esenciales de la invencién que se desea proteger.

La reivindicacion 31 no es clara porque se refiere a “en la que la planta de cafia de azucar
(Saccharum spp.) modificada genéticamente tiene una resistencia mejorada a los
insectos en comparacién con una planta de cafia de azlcar (Saccharum spp.) sin la
modificacion genética” el cual es un resultado a alcanzar y no define al método, puesto
gue, la reivindicacion incluiria no solo la solucion propuesta en la solicitud, sino todas las
alternativas presentes o futuras que permitan llegar a ese resultado. Se sugiere
reemplazar por las caracteristicas técnicas esenciales, estructurales y funcionales, que
contribuyen a la obtencion de ese efecto.

El capitulo reivindicatorio no es claro porque mencion la expresion “nucleétidos
contiguos” la cual no es clara porque no define el nimero de nucleétidos que tienen las
secuencias reclamadas y por tanto no permite distinguir la invencion del estado de la
técnica. Ademas, dicha expresion da lugar a un sinnimero de posibilidades de
secuencias que no encuentran sustento en la descripcion. Se sugiere reemplazar dicha
expresion por la SEQ ID NO: respectiva en cada caso o el numero de nucleétidos que
definen la secuencia reclamada.

El capitulo reivindicatorio contiene un excesivo numero de reivindicaciones
independientes que repiten informacion y protegen basicamente la misma materia. En
consecuencia, todas ellas son confusas y presentan el mismo alcance, por lo cual el
capitulo carece de concision.

El capitulo reivindicatorio presenta una excesiva complejidad, toda vez que incluye
reivindicaciones que reclaman polinucleétidos, cebadores, sondas, métodos de deteccion
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de un transgén, kits y métodos para obtencion de plantas transgénicas de cafia de azlcar,
lo cual dificulta entender cudl es el alcance de la materia reclamada.

En el capitulo reivindicatorio la expresion “evento CTC91087-6” no es clara y es un
nombre subjetivo para referirse a la obtencion de una planta transgénica de cafa a la que
se ha insertado en el genoma un gen crylAc que codifica para una proteina CRY1AC,
por tanto, deberia eliminarse del capitulo la expresién “evento CTC91087-6" e indicar que
las plantas transgénicas expresan una proteina CRY1AC, asi como indicar en cada caso
cual es la construccion que se introduce en la planta.

De la descripcion se desprende las caracteristicas del promotor del gen de ubiquitina de
maiz (pUBI) el cual dirige la expresion del gen crylac y también se menciona que las
construcciones comprenden un gen bar que también es dirigido por dicho promotor, asi
como menciona que los casettes tienen el terminador de nopalina sintasa de A.
tumefaciens NOS. Todas estas son caracteristicas técnicas esenciales de las
construcciones que no son mencionadas en las reivindicaciones. Por tanto, deberian
incluir dichas caracteristicas en las reivindicaciones asociadas a las construcciones.

De la descripciéon se desprende construcciones de CRISPR-Cas9 que son necesarios
para la obtencion de la planta transgénica, pero en las reivindicaciones no se mencionan
dichos constructos y las SEQ ID NO: respectivas. Se sugiere mencionar dichas
caracteristicas en las reivindicaciones.

En consecuencia, es necesario que allegue las aclaraciones o modificaciones
correspondientes para dar cumplimiento a lo establecido en el citado articulo.

7.3.Descripcién

Revisado el capitulo descriptivo de la solicitud, este no divulga la invencion de manera
suficientemente clara y completa, para que una persona capacitada en la materia pueda
ejecutarla, incumpliendo de esta forma lo establecido en el articulo 28 de la Decisién 486
de la Comision de la Comunidad Andina.

El capitulo descriptivo menciona “D. saccharalis” cuando deberia ser “D. saccharalis”.

La descripcion no es clara porque menciona “evento CTC91087-6" el cual es un nombre
subjetivo dado a la presencia de un transgén en una planta de cafia de azlcar que ha
sido modificada genéticamente. Por tanto, deberia ademas de esa expresion mencionar
gue es una planta transgénica de cafia de azucar la cual expresa una proteina CRY1AC
de acuerdo con la materia divulgada en la descripcion.

La descripcidn no es clara ni suficiente porque menciona “La primera forma de realizacion
se logra proporcionando polinucledtidos que comprenden al menos 14 a 26 nucledtidos
contiguos de secuencias seleccionadas del grupo que consiste de la SEC ID nro.: 5, la
SEC ID Nro.: 12, la SEC ID Nro.: 13, la SEC ID nro.: 18, la SEC ID nro.: 19, y la SEC ID
nro.: 22" pero polinucleétidos de al menos 14 a 26 nucledtidos contiguos de las
secuencias mencionadas darian lugar a un sinnumero polinucle6tidos que no son
explorados por el solicitante. Por tanto, una persona capacitada en la materia tendria una
carga excesiva de ensayo Yy error para llegar al polinucle6tido reclamado y al mismo con
el cual se realiza la transformacion de las plantas. Ademas, no puede extrapolarse los
efectos técnicos reclamados en la solicitud a cualquier polinucledtido.

La descripcion no es clara porgue menciona “La figura 3 representa el mapa del ADN-T
introducido en el evento de la presente invencidn” pero no es un evento, es una planta
transgénica de cafa de azlcar.
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La descripcién no es clara y carece de suficiencia porque menciona “Segun un aspecto
de la invencién, se proporciona una planta que comprende al menos 14 nucleétidos
contiguos de la secuencia de 26 nucleotidos de la SEC ID nro.: 18. En una forma de
realizacion, se proporciona una planta que comprende al menos 15 nucleétidos contiguos
de la secuencia de 26 nucleétidos de la SEC ID nro.: 18. Segun un aspecto de la
invencion, se proporciona una planta que comprende al menos 16 nucle6tidos contiguos
de la secuencia de 26 nucledtidos de la SEC ID nro.: 18. En una forma de realizacion, se

proporciona una 17
secuencia de 26
proporciona una
secuencia de 26
proporciona una
secuencia de 26
proporciona una
secuencia de 26
proporciona una
secuencia de 26
proporciona una
secuencia de 26
proporciona una
secuencia de 26
proporciona una
secuencia de 26
proporciona una

planta que comprende al menos

nucleétidos de la SEC ID nro.: 18.

planta que comprende al menos

nucleétidos de la SEC ID nro.: 18.

planta que comprende al menos

nucleétidos de la SEC ID nro.: 18.

planta que comprende al menos

nucleétidos de la SEC ID nro.: 18.

planta que comprende al menos

nucleétidos de la SEC ID nro.: 18.

planta que comprende al menos

nucleétidos de la SEC ID nro.: 18.

planta que comprende al menos

nucleétidos de la SEC ID nro.: 18.

planta que comprende al menos

nucleétidos de la SEC ID nro.: 18.

planta que comprende al menos

nucleétidos de la SEC ID nro.: 18.

En
18
En
19
En
20
En
21
En
22
En
23
En
24
En
25
En

nucleétidos contiguos de la
una forma de realizacién, se
nucleétidos contiguos de la
una forma de realizacién, se
nucleétidos contiguos de la
una forma de realizacién, se
nucleétidos contiguos de la
una forma de realizacién, se
nucleétidos contiguos de la
una forma de realizacién, se
nucleétidos contiguos de la
una forma de realizacién, se
nucleétidos contiguos de la
una forma de realizacién, se
nucleétidos contiguos de la
una forma de realizacion, se
nucleétidos contiguos de la

secuencia de 26 una forma de realizacion, se
proporciona una planta que comprende la SEC ID nro.: 18. En una forma de realizacion
adicional, se proporciona una planta que comprende la SEC ID nro.: 13", pero no se
evidencia plantas transgénicas que comprenda polinucleétidos de al menos 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o al menos 25 nucledtidos contiguos de las secuencias
mencionadas, puesto que, un polinucleétido con dichas caracteristicas daria lugar a
polinucleotidos que no son explorados por el solicitante y, por tanto, plantas que no son
exploradas por el solicitante. Ademas, una persona capacitada en la materia no tendria
los elementos suficientes para llegar al polinucle6tido que comprende los efectos técnicos
reclamados en la planta transgénica en la que se introduce.

La figura 16 contiene unas letras para mostrar diferencias estadisticas significativas entre
los tratamientos, pero no se presenta en la descripcion de la figura en el capitulo, que
test de estadistica se uso y con que significancia.

La descripcion no es clara y carece de suficiencia porque divulga un polinucleétido de
SEQ ID NO: 18 o SEQ ID NO: 19 pero no es claro que codifica dicho polinucleotido,
ademas, una secuencia de longitud de 26 nucleétidos no podria codificar para la proteina
gue se desea insertar que en este caso seria CRY1AC, tampoco podria tratarse del
transgén que se desea detectar puesto que un fragmento tan corto no es lo que se detecta
en la PCR, por tanto, una persona capacitada en la materia no tendria claridad de que se
debe hacer con dichos polinucleétidos para llegar a la planta transgénica de cafa de
azucar con la resistencia a la plaga.

El capitulo descriptivo no es claro y carece de suficiencia porque menciona “En una
realizacion, las construcciones de molde HR comprenden el ADN-T (SEC ID nro.: 2) de
la invencion reivindicada flanqueada por aproximadamente 1 kb de ADN homdlogo a las
secuencias flanqueantes descritas para CTC91087-6 (SEC ID nro.s: 23 y 24) ubicados a
ambos lados del ADN-T. En una realizacion preferida, las construcciones de plantilla HR
comprenden la SEC ID nro.: 26 (Figura 21)” pero las SEQ ID NOs: 23 y 24 tienen una
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longitud de 2064 pb y 1436 pb, respectivamente, por tanto, dicha regiones flanqueantes
no son de 1kb como se menciona en la descripcién. Adicionalmente, no es clara ni
suficiente porque menciona “En una forma de forma de realizacion, los pares de
cebadores en la etapa (c) estan disefiados para unirse a un polinucleétido que comprende
nucledtidos contiguos de secuencias seleccionadas del grupo que consiste en la SEC ID
nro.: 22, y de la SEC ID nro.: 29, en el que al menos un par de cebadores comprende
secuencias de nucleotidos contiguas seleccionadas del grupo que consiste de la SEC ID
nro.: 23, SEC ID nro.: 24, SEC ID nro.: 30, y SEC ID nro.: 31", pero ninguna de las SEQ
ID NO: 23, 24, 30 o 31 corresponden a cebadores, dado que, sus longitudes
corresponden a 2064 pb, 1436 pb, 2064 pb y 1436 pb, respectivamente. De esta forma,
no es posible saber cuéles son los cebadores que se disefian contra la SEQ ID NO: 22,
tampoco seria posible considerar cualquier pareja de cebadores dado que la SEQ ID NO:
22 tienen una longitud de méas de 10000 pb, esto daria lugar a un sinnimero de cebadores
gue no son explorados por el solicitante, por tanto, una persona capacitada en la materia
tendria una carga excesiva tras ensayo y error para llegar a los cebadores reclamados y
al amplicon que confirma la presencia del transgén en la planta.

La descripcidon no es clara ni suficiente porque menciona “En una forma de realizacion,
los pares de cebadores anteriores en la etapa (c) estan disefiados para unirse a un
polinucledtido que comprende nucleotidos contiguos de secuencias seleccionadas del
grupo que consiste de la SEC ID nro.: 22, y la SEC ID nro.: 29, donde al menos un par
de cebadores comprende al menos 3 nucledtidos contiguos de secuencias seleccionadas
del grupo que consiste de la SEC ID nro.: 23, la SEC ID nro.: 24, la SEC ID nro.: 30,y la
SEC ID nro.: 31. En una forma de forma de realizacion, los pares de cebadores estan
diseflados para unirse a un polinucleétido que comprende al menos 14 nucleétidos
contiguos de secuencias seleccionadas del grupo que consiste de la SEC ID nro.: 22,y
la SEC ID nro.: 29, en el que al menos un par de cebadores comprende al menos 7
nucleodtidos contiguos de secuencias seleccionadas del grupo que consiste de la SEC ID
nro.: 23, la SEC ID nro.: 24, la SEC ID nro.: 30, y la SEC ID nro.: 31. Ademas, los pares
de cebadores estan disefiados para unirse a un polinucleétido que comprende al menos
14nucledtidos contiguos de secuencias seleccionadas del grupo que consiste de la SEC
ID nro.: 22, y la SEC ID nro.: 29, en el que al menos un par de cebadores comprende al
menos 14 nucleotidos contiguos de secuencias seleccionadas del grupo que consiste de
la SEC ID nro.: 23, la SEC ID nro.: 24, la SEC ID nro.: 30, y la SEC ID nro.: 31", pero no
es posible saber cuales son los cebadores que se unen a las secuencias mencionadas
porque tampoco es claro cual es el producto esperado con su SEQ ID NO de la
amplificacion con PCR, puesto que, en un fragmento de mas de 10000 pb existe un
sinnumero de posibilidades de cebadores que no son explorados por el solicitante. De
esta forma, una persona capacitada en la materia tendria una carga excesiva de ensayo
y error para llegar a los cebadores reclamados en la solicitud.

La descripcion no es suficiente porque menciona que el amplicon tiene la SEQ ID NO: 12
0 13, pero dicho amplicén no es el mismo para la SEQ ID NO: 22 o para la SEQ ID NO:
29 de acuerdo con el alineamiento 3, dado que, las SEQ ID NOs: 12 y 13 tienen 100%
de identidad con la SEQ ID NO: 22 pero con la SEQ ID NO: 29 la identidad es GUnicamente
del 50.52 % y 44.19%, por lo tanto, estos no son amplicones de dicha secuencia
(alineamiento 3). Asi mismo, no es posible determinar cuéles son los cebadores para
realizar dicha amplificacion porque las SEQ ID NO: 6, 7, 8 y 9 no se pegan en pareja a la
SEQ ID NO: 22, dado que, las SEQ ID NO: 7 solo tiene una identidad del 25% y la SEQ
ID NO: 9 solo tiene una entidad del 37.50% de dicha secuencia, respectivamente. Por su
parte, las SEQ ID NOs: 7 a 9 no se pegan a la SEQ ID NO: 12,y las SEQ ID NOs: 6, 7y
9 no se pegan a la SEQ ID NO: 13 (alineamiento 3), por lo que, no es claro cuales son
los cebadores que permiten dicha amplificacion. La SEQ ID NO: 18 esta comprendida
dentro de las SEQ ID NOs: 22 y 13y la SEQ ID NO: 19 esta comprendida dentro de las
SEQ ID NOs: 12y 22, por tanto, no es claro dichos polinucleétidos a que pertenecen. De
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esta forma, la descripcion carece de suficiencia porque una persona capacitada en la

materia no tendria las herramientas para llegar al método de deteccién reclamado en la
solicitud.

Percent Identity Matrix - created by ClustalZ.l

1: WO_208208243586_9  188.00 -ngn 12,08 -nan -nan -nan -nan -nan -nan 37.52
2: WO_20820243886_7 -nan  184.92 180.08 -nan -nan -nan -nan -nan -nan 25.09
3: W0_28202438306_29 186.00 184.98 188.88 53.85 58.52 45.08 -nan  37.59 44.19 52.50
4: WO_2028243806_6 -nan -nan 53.85 189.00 1968.2e 1680.88 -nan -nan -nan  1898.89
51 WO 2028243806 12 -nan -nan 5@.52 189.08 198.2e 180,88 -nan -nan -nan  188.89
6: WO_2082082435886_19 -nan -ngn 45,88 129.28 128.80 122,28 -nan -nan -ngn 182,82
71 WO_2020243586_8 -nman -nan -nan -nan -nan -nan  128.8e -nan  180.28 182.83
B: WO_2020243886_13 -nan -nan 37.58 -nan -nan -nan -nan 188.88 120.28 128,02
9: WO_2020243886_13 -nan -nan 44,19 -nan -nan -nan  128.88 186.84 188.28 180.82
18: WO_2828243886_22  37.50 25.88 52.50 180.88 100.28 180.88 122.80 1900.08 180.20 180.08

Alineamiento 3. Entre las SEQ ID NOs: 6 a 9, 12, 13, 18, 19, 22 y 29 de la solicitud.

La descripcién no es clara porque menciona “Ejemplos de productos basicos incluyen,
entre otros: bagazo, jugo de cafla de azlcar, jarabe, etanol de primera generacion
(producido a partir de jugo de cafia de azlcar), etanol de segunda generacion (etanol
celulésico; producido a partir de biomasa), biomasa, azlcar, azucar en bruto, azucar
refinado, melaza, vinaza y fibra”, sin embargo, se evidencia que esto no resuelve el
problema técnico que esta relacionado con hacer las plantas resistentes a insectos.

Se debe tener en cuenta que, de acuerdo con el articulo 34 de la citada Decision, dicha
modificacion no podra ampliar la divulgacion inicial; por lo que, en caso de agregar nuevos
elementos en la solicitud, la descripcion modificada no sera aceptada.

8. Determinacion del Estado de la Técnica

La fecha para determinar el estado de la técnica es el 4 de junio de 2019, que corresponde
a la fecha de presentacion de la solicitud de prioridad.

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

Fecha de

item Documento Titulo e TS
publicacion

“Transgenic Sugarcane with a crylAc
Gao, S., et al. PloS Gene Exhibited Better Phenotypic Traits
one and Enhanced Resistance against
Sugarcane Borer”
“Corn transformation event and specificity 1 de diciembre de

D1 19 de abril de 2016

D2 WO02016188332A1

identification method and use thereof” 2016
“Antibiotic-free tetravalent disease and
D3 CN103805620A pest-resisting and herbicide-resisting plant | 21 de mayo de 2014
expression vector and application thereof”
D4 WO02016101683A1 “Uses of insecticidal protein” 30 de junio de 2016

D11 divulga plantas transgénicas de cafia de azlcar resistentes a Diatraea saccharalis
dada la expresion de una proteina crylAC y un marcador selectivo bar, para lo cual se
crean constructos y se transforman callos embrionarios de la planta por bombardeo y

1Gao, S., etal. (2016). Transgenic Sugarcane with a crylAc Gene Exhibited Better Phenotypic Traits and Enhanced Resistance against
Sugarcane Borer. PloS one, 11(4), e0153929. Recuperado desde: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27093437/
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posteriormente las plantas transformadas son seleccionadas y tamizadas por PCR
(Abstract).

D22 divulga un plasmido para la obtencién de plantas transgénicas de maiz que expresan
una proteina recombinante CRY1AB/CRY2A (Abstract, Fig. 1).

D32 divulga un vector de expresién para plantas el cual es tetravalente, libre de
antibidticos y confiere resistencia a plagas y herbicidas aplicado a diferentes plagas de
cafa de azucar (Abstract).

D44 divulga un método para producir una planta resistente a afidos, dado que, se ha
introducido una secuencia de polinucleétido que codifica para una proteina CrylA en su
genoma (Reiv. 19).

9. Examen de Patentabilidad

De acuerdo con lo establecido en el articulo 14 de la Decision 486 de 2000 de la Comision
de la Comunidad Andina, en el cual se establecen los requisitos de patentabilidad objeto
de la solicitud en estudio, esta Oficina presenta a continuacion el analisis de los requisitos
de patentabilidad.

9.1.Novedad

Teniendo en cuenta lo sefalado en el articulo 16 de la Decision 486 de 2000 de la
Comisién de la Comunidad Andina, la reivindicacion independiente 14 (Radicado
NC2022/0018502 del 20 de diciembre de 2022) refiere a: “Un método para detectar
material vegetal de la cafia de azdcar modificada genéticamente del evento CTC91087-
6, que comprende las etapas de:. (...)". A continuacion, se presenta la tabla comparativa
entre el objeto reivindicado y el documento encontrado en el estado de la técnica:

CARACTERISTICAS ESENCIALES D1
Un método para detectar material vegetal de la
Un método para detectar material vegetal de la cafa de azucar modificada genéticamente, que
cafia de azlcar modificada genéticamente, que comprende las etapas de:
comprende las etapas de: (Pag. 3, seccion - DNA extraction and primer
design).
obtener una muestra de material vegetal para su
a) obtener una muestra de material vegetal para andlisis;
su andlisis; (Pag. 3, seccion - DNA extraction and primer
design).
extraer ADN de la muestra;
b) extraer ADN de la muestra; (Pag. 3, seccién - DNA extraction and primer
design).
proporcionar pares de cebadores que
C) proporcionar pares de cebadores que comprenden al menos un cebador directo y uno
comprenden al menos un cebador directo y uno inverso;
inverso; (Pag. 3, seccion - DNA extraction and primer
design).
- . amplificar una region entre el par de cebadores; y
d) amplificar una regién entre el par de . : . .
cebadores; y (Pé&g. 3, seccién - DNA extraction and primer
design).
detectar la presencia de un producto a partir de la
e) detectar la presencia de un producto a partir de amplificacion.
la amplificacion. (Pag. 3, seccion - DNA extraction and primer
design).
https://patents.google.com/patent/W02016188332A1/en?0q=W02016188332
Shttps://patents.google.com/patent/CN103805620A/en?0q=CN103805620
“https://patents.google.com/patent/W02016101683A1/en?0q=WO+2016101683+A
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De acuerdo con la comparacién realizada anteriormente se concluye que la materia de la
reivindicacion 14 no es nueva.

Adicionalmente, D1 divulga cebadores para PCR punto final donde el amplicén tiene un
tamafio de 211 pb, y también sugiere cebadores para PCR tiempo real que comprende
ademas una sonda donde se obtiene un fragmento de 74 pb (Pag. 3, seccién - DNA
extraction and primer design, Fig. 2). Donde las plantas transgénicas obtenidas con
numeros de copias medianos eran similares a la linea parental no transgénica y tenian
relativamente iguales o menores rendimiento de sacarosa y una resistencia
significativamente mejorada al barrenador de la cafia de azulcar, lo que redujo la
susceptibilidad al dafio ocasionado por los insectos (Abstract).

9.2.Nivel Inventivo

Teniendo en cuenta lo sefalado en el articulo 18 de la Decision 486 de 2000 de la
Comisiébn de la Comunidad Andina, la reivindicacion independiente 5 (Radicado
NC2022/0018502 del 20 de diciembre de 2022) refiere a: “El polinucle6tido segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque comprende la SEC ID nro.:
13". A continuacién, se presenta la tabla comparativa entre el objeto reivindicado y los
documentos encontrados en el estado de la técnica:

CARACTERISTICAS D1|
ESENCIALES
Un polinucle6tido que
comprende un gen que codifica
una proteina CRY1AC la cual
esta bajo un promotor 35s y que
estd comprendido en un vector
el cual es transformado por
bombardeo en células
embrionarias derivadas de
segmentos transversales de
hojas jévenes enrolladas con
meristemo apical (Pags. 2y 3,
secciones - Vector construction
y Transformation and
screening).

Un polinucledtido caracterizado
porque comprende la SEC ID
nro.: 13

D1 es considerado como el estado de la técnica mas cercano a la invencion definida en
la reivindicacion 5, ya que divulga un a un polinucleétido de un transgén que codifica una
proteina CRY1AC la cual esta bajo un promotor 35s y que esta comprendido en un vector
el cual es transformado por bombardeo en células embrionarias derivadas de segmentos
transversales de hojas jévenes enrolladas con meristemo apical (Pags. 2 y 3, secciones
- Vector construction y Transformation and screening). Donde las plantas transgénicas
obtenidas con numeros de copias medianos eran similares a la linea parental no
transgénica y tenian relativamente iguales o menores rendimiento de sacarosa y una
resistencia significativamente mejorada al barrenador de la cafia de azlcar, lo que redujo
la susceptibilidad al dafio ocasionado por los insectos (Abstract).

La diferencia entre la invencion definida entre la reivindicacion 5 y el polinucleétido
divulgado en D1, consiste en la SEQ ID NO: 13.

No hay evidencia de que el incluir especificamente la SEQ ID NO: 13 proporcione un

polinucledtido con algun efecto técnico diferente al que ya proporcionaba el objeto de D1,

puesto que un polinucleétido de un transgén para obtener una planta transgénica

resistente al barrenador de la cafia de azlcar evidenciado en una disminucion de la

susceptibilidad al dafio ocasionado por los insectos ya habia sido previsto en dicho
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documento (Figs. 5y 7, Pags. 9y 10, seccion - Transgenic sugarcane lines are resistant
to sugarcane borer).

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencion se puede
formular asi: ¢ Como modificar el polinucle6tido conocido en D1 con el fin de proporcionar
otro polinucledtido alternativo?

Sin embargo, el incluir un polinucleétido de un transgén para obtener plantas de cafia de
azucar transgénicas resistentes contra Diatraea saccharalis ya esté divulgado en D1 que
se refiere a un polinucledétido de un transgén que codifica una proteina CRY1AC el cual
esta comprendido en un vector que al ser transformado en plantas permite obtener 14
lineas transgénicas de cafia de azucar en las cuales se obtuvieron variables agronémicas
y de produccion de azucar similar al control no transgénico, sin embargo, las plantas
transgénicas mostraron tener resistencia al barrenador teniendo menos dafios en tallos y
hojas, en tanto que los barrenadores mostraron ser mas susceptibles y tener una mayor
supervivencia en dichas lineas con la proteina CRY en comparacién con los controles no
transgénicos (Pags. 2 y 3, secciones - Vector construction y Transformation and
screening, Figs. 5y 7, Pags. 9y 10, seccion - Transgenic sugarcane lines are resistant to
sugarcane borer).

En consecuencia, la persona normalmente versada en la materia estaria motivada a
incluir una secuencia alternativa del transgén de D1, para asi llegar al objeto de la
reivindicacion 5. Por lo cual se considera obvia.

D1 también divulga cebadores para detectar un transgén en plantas de cafia de azlcar
transgénicas resistentes contra Diatraea saccharalis de tal forma que permite la deteccion
de un gen que codifica una proteina CRY1AC en las plantas transformadas (Pags. 2y 3,
secciones - Vector construction y Transformation and screening, Pag. 3, seccion - DNA
extraction and primer design). De tal forma, que los cebadores estan disefiados para PCR
de punto final y PCR de tiempo real, mediante la deteccién de un amplicén el cual tiene
un tamafio de 211 pb, y también sugiere cebadores para PCR tiempo real que comprende
ademas una sonda donde se obtiene un fragmento de 74 pb (Pags. 2 y 3, secciones -
Vector construction y Transformation and screening; Pag. 3. Seccién - DNA extraction
and primer design, Fig. 2).

La reivindicacion dependiente 10 no menciona alguna caracteristica que, junto con las
caracteristicas de la reivindicacion independiente, aporte nivel inventivo al polinucle6tido
de la reivindicacion 5, por lo cual se considera que carece de nivel inventivo.

Teniendo en cuenta lo sefalado en el articulo 18 de la Decision 486 de 2000 de la
Comisién de la Comunidad Andina, la reivindicacion independiente 11 (Radicado
NC2022/0018502 del 20 de diciembre de 2022) refiere a: “El polinucle6tido segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque comprende la SEC ID
nro.: 5 (...)". A continuacion, se presenta la tabla comparativa entre el objeto reivindicado
y los documentos encontrados en el estado de la técnica:

CARACTERISTICAS

ESENCIALES D1 D2

Un polinucleoétido que

Un polinucleotido de un

Un polinucleétido caracterizado
porque comprende la SEC ID
nro.: 5

comprende un gen que codifica
una proteina CRY1AC la cual
esta bajo un promotor 35s y que
esta comprendido en un vector
el cual es transformado por
bombardeo en células
embrionarias derivadas de
segmentos transversales de

plasmido de SEQ ID NO: 13 y el
cual comprende una secuencia
de nucleétidos del gen T-ADN

de la SEQ ID NO: 2. Que
también comprende un casette
de expresion de resistencia a
glifosfato , un promotor 35S

desde CaMV y el promotor de

Pagina 13 de 35

Sefior ciudadano, para hacer seguimiento a su solicitud, la entidad le ofrece los siguientes canales: Nuestro aporte es fundamental,
www.sic.gov.co ~ Teléfono en Bogota: 601 59204 00 ~ Linea gratuita a nivel nacional: 01 8000 910 165 al usar menos papel contribuimos con
Direccién: Cra. 13 #27 - 00 pisos 1, 3, 4,5,6, 7y 10 ~ Radicaciones: Av. carrera 7 #31A-36, Bogotd D.C.- Colombia el medio ambiente

Teléfonos: 601 587 00 00 ~ e-mail: contactenos@sic.gov.co "



COLOMBIA p . 3
o POTENCIA DE LA L./ Industria y Comercio
V|DA | |y SUPERINTENDENCIA
Oficio N° 6117 de 1 de abril de 2024

Ref. Expediente N° NC2021/0017527

hojas jévenes enrolladas con poliubiquitina 1 (SEQ ID NO: 9)
meristemo apical (Pags. 2y 3, el cual dirige la expresién de un
secciones - Vector construction casette de expresion de los

y Transformation and genes Cry1lAb-Cry12A (ejemplo
screening). 1). Donde la SEQ ID NO: 13 de

D2 comprende la SEQ ID NO: 5
de la solicitud con un 77.48% de
identidad (alineamiento 4).

D1 es considerado como el estado de la técnica més cercano a la invencion definida en
la reivindicacion 11, ya que divulga un polinucleétido que comprende un gen que codifica
una proteina CRY1AC la cual esta bajo un promotor 35s y que esta comprendido en un
vector el cual es transformado por bombardeo en células embrionarias derivadas de
segmentos transversales de hojas jovenes enrolladas con meristemo apical (Pags. 2y 3,
secciones - Vector construction y Transformation and screening). Donde las plantas
transgénicas obtenidas con numeros de copias medianos eran similares a la linea
parental no transgénica y tenian relativamente iguales o menores rendimiento de
sacarosa y una resistencia significativamente mejorada al barrenador de la cafa de
azucar, lo que redujo la susceptibilidad al dafio ocasionado por los insectos (Abstract).

La diferencia entre la invencion definida entre la reivindicacion 11 y el polinucleétido
divulgado en D1, consiste en la SEQ ID NO: 5.

No hay evidencia de que el incluir especificamente la SEQ ID NO: 5 proporcione un
polinucledtido con algun efecto técnico diferente al que ya proporcionaba el objeto de D1,
puesto que, un polinucleétido de un transgén que esta comprendido dentro de un vector
para obtener una planta transgénica resistente al barrenador de la cafia de azucar que
tiene una disminucion de la susceptibilidad al dafio ocasionado por los insectos ya habia
sido previsto en dicho documento (Figs. 5y 7, Pags. 9 y 10, seccidon - Transgenic
sugarcane lines are resistant to sugarcane borer).

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencion se puede
formular asi: ¢ Como modificar el polinucleétido conocido en D1 con el fin de proporcionar
otro polinucledtido alternativo?

Sin embargo, el incluir un polinucle6tido alternativo a la SEQ ID NO: 5 en un plasmido
para obtener plantas ya esta divulgado en D2 que se refiere a un plasmido para la
transformacion de plantas de maiz de SEQ ID NO. 13 que esta constituido por una
secuencia de nucleotidos del gen de ADN-T de SEQ ID NO: 2, donde dicha secuencia
comprende un casete de expresion de resistencia a glifosato con un promotor 35S
derivado de CaMV y un promotor poliubiqutina-1 de maiz (secuencia de nucleotidos SEQ
ID NO. 9), el terminador es del gen 35S de CaMV (0,2 kb de longitud y secuencia de
nucledtidos SEQ DNI N° 11) y la resistencia a insectos corresponde a la fusion CrylAb-
PGKGGG-Cry2A, en tanto que el promotor que impulsa el gen de fusion CrylAb-Cry2A
se deriva del promotor del gen de poliubiquitina-1 del maiz (pZmUbi-1) (obtenido del
genoma del maiz mediante PCR, el tamafio es 2,1 kb y la secuencia de nucledétidos es
SEQ ID NO. 7) (ejemplo 1). Dicho plasmido de transformacion de plantas obtenido se
introdujo en Agrobacterium LBA4404 mediante un método de descarga eléctrica (2500
V) para obtener Agrobacterium que contenia un vector de transformacion de plantas
(ejemplo 1). Donde la SEQ ID NO: 13 de D2 comprende la SEQ ID NO: 5 de la solicitud
con un 77.48% de identidad (alineamiento 4).
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W0_2020243806_5
W0_2016183332_13

W0_2020243806_5
W0_2016183332_13

W0_2020243806_5
W0_2016183332_13

WO_2020243806_5
W0_2016188332_13

W0_2020243806_5
W0_2016183332_13

W0_2020243806_5
W0_2016188332_13

WO_2028243806_5
| Wo_2616188332_13

W0_2028243806_5
' WO_2016188332_13

W0_2028243806_5
W0_2016188332_13

WO_2028243806_5
W0_2016188332_13

W0_2020243806_5
W0_2016188332_13

W0_20208243806_5
W0_2016188332_13

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

1: WO_2028243886_5
2@ WO_2016188332_13

lae.ee 77.48
77.45 1lea.2a

------------------------------------------- TACGTACAGGAAACTGG
CTCTTAGGTTTACCCGCCAATATATCCTGTCARACACTGATAGTTTAAACTGAAGGCGEG

%o LokkIdk, Kk, % Kk

fe==s=s=ss=s=== ACTGGATGG- -------- TGCATACAGTAC-TCTACTGCGCATAG
AAACGACAATCTGATCCAAGCTCAAGCTGCTCTAGCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACT
* LEILELE IkwkkIk, K LHRRRRRR D L

GATAGGATGGAAGGCTGCCCTGCCGGCCGCGTTCAACARATTAAGTACTGATATCACATT
GTTGGGAAGGGCGAT - -CGGTGCGGGCCTCTT - - - -CGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAG
ik, kkw IRk, K, ® kkw kkwk k% kL. likIk L EI%Lw, Kk, kD
GCGGACGTCTTTAATGTACTGAATTT------ AGTTACTGATCAC-TGATTAAGTACTGA
GGGGA---------TGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTT-------
* dEE WA, Rk

KFEKK . kok.k k. WDl

TATCGGTACCGA-------- ATTCGCGGCCGCAAGCTTCGATCGATGCCTGCAGTGCAGC
TCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCATGCCTACAGTGCAGT
*, %k, ok, , ik k1 Ldewkkk, L. %l Ik dekdekoks, dekedkkokkdedkok

GTGACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAATGAGCATTGCATGTCTAAGTTATAAAAAA
GTGACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAATGAGCATTGCATGTCTAAGT TATAAAAAA

Fedok AR R R Ak AR R Ak Aok A A ek ok e A ek A A ek AR R e ke ek Aok ook

TTACCACATA TTTTTGTCACACTTGTTTGAAGTGCAGTTTATCTATCTTTATACATA
TTACCACATA TTTTTGTCACACTTGTTTGAAGTGCAGTTTATCTATCTTTATACATA

ok ke e e sk sk ok e sk she sk sk sl e e i ol ke ki e et i ake ek sk sl ol e e ke Stk e i e e e ke e e e

TATTTAAACTTTACTCTACGAATAATATAATCTATAGTACTACAATAATATCAGTG
TATTTARACTTTACTCTACGAATAATATAATCTATAGTACTACAATAATATCAGTG

ok ke e e sk sk ok e sk she sk sk sl e e i ol ke ki e et i ake ek sk sl ol e e ke Stk e i e e e ke e e e

AGAGAATCATATAAATGAACAGT TAGACATGGTCTAAAGGACAATTGAGTATTTTGACAA
AGAGAATCATATARATGAACAGTTAGACATGGTCTAAAGGACAATTGAGTATTTTGACAA

ok ke e e sk sk ok e sk she sk sk sl e e i ol ke ki e et i ake ek sk sl ol e e ke Stk e i e e e ke e e e

CAGGACTCTACAGTTTTATCTTTT TAGTGTGCATGTGTTCTCCTTTTT GCAAATAG
CAGGACTCTACAGTTTTATCTTTT TAGTGTGCATGTGTTCTCCTTTTT GCAAATAG

ok ke e e sk sk ok e sk she sk sk sl e e i ol ke ki e et i ake ek sk sl ol e e ke Stk e i e e e ke e e e

CTTCACCTATATAATACTTCATCCA ATTAGTACATCCATTTAGGGTTTAGGGTTAA
CTTCACCTATATAATACTTCATCCA ATTAGTACATCCATTTAGGGTTTAGGGTTAA

ook ke e ek ARk kb ek e ek ok ARk Rk e sk ek kA ko ek
TGGTTTTTATAGACTAA TTTTAGTACATCTATTITATTCTATTTTAGCCTCTAAATT

TGGTTTTTATAGACTAA TTTTAGTACATCTATTITATTCTATTT TAGCCTCTAAATT

e ke e v e v i e ek o e e ke ke s ok e e e e sk ke sk i sk e e st s ool e sk skt e ok e e s ek e e e ke
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W0_2020243806_5
W0_2016188332_13

W0_20208243806_5
W0_2016183332_13

W0_20208243806_5
W0_2016183332_13

W0_2020243306_5
wW0_2016183332_13

W0_2020243306_5
wWo_2016183332_13

W0_2020243806_5
W0_2016188332_13

W0_2026243806_5
W0_2016183332_13

AAGAAAACTAARACTCTATTITAG TTATTTAATAATTTAGATATAARATAGAATA
AAGAAAACTAARACTCTATTITAG TTATTTAATAATTTAGATATAAAATAGAATA

e ke e v e v i e ek o e e ke ke s ok e e e e sk ke sk i sk e e st s ool e sk skt e ok e e s ek e e e ke

AAATAAAGTGACTAARAATTAAACAAATACCCTTTAAGAAATTAARARAACTAAGGARAC
AAATAAAGTGACTAAAAATTAAACAAATACCCTTTAAGAAATTAARAAAACTAAGGAAAC

Fedodedrde dedrde ik ke e R R Aok ok Ak e i doke ok e bk ke A ok Aok Aok ke ek e dede e e b ook

A TTCTTGTTTCGAGTAGATAATGCCAGCCTGTTAAACGCCGTCGACGAGTCTAACGG
A TTCTTGTTTCGAGTAGATAATGCCAGCCTGTTAAACGCCGTCGACGAGTCTAACGG

*dk Ak ARk R Ak dre A ARk ok Rk Ak ARk ek ok ARk Ak ek ek ek ok

ACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGACGGCACGGCATC
ACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGACGGCACGGCATC

B R R e S R e e e e e e s e

TCTGTCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGT TCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGET
TCTGTCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGT TCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGET

e e e T e i e ke e s e ool sk ki e e s S e s sk i sl e ke e e s e e e e ke e e e e e e ke ke e e e

GTCGGCATCCAGARATTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTGAGCCGGCACGGCAGGCGGCCT
GTCGGCATCCAGAAATTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTGAGCCGGCACGGCAGGCGGCCT

B Tk = d T T T s ta s
CCTCCTCCTCTCACGGCACGGCAGCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTT

CCTCCTCCTCTCACGGCACGGCAGCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTT

e e A R R R A o AR AR e A R A R A e i i e i e e A i e e e ek e e ke ke ek
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WO _2020243886_5
W0_2016188332_13

W0_2020243806_5
Wo_2016188332_13

W0_2020243806_5
Wo_2016188332_13

W0_2020243806_5
W0_2016188332_13

W0_20202438086_5
Wo_2016188332_13

W0_2020243806_5
W0_2016188332_13

W0_2020243806_5
W0_2016188332_13

W0_20202438086_5

Wo_2016188332_13

WD_2020243806_5

W0_2016188332_13

W0_2020243806_5
W0_2016188332_13

W0_2020243306_5
W0_2016188332_13

WD_2020243806_5
W0_2016185332_13

W0_2020243806_5
W0_2016188332_13

W0_2020243806_5
W0_2016188332_13

CCCTTCCTCGCCCGCCGTAATARATAGACACCCCCTCCACACCCTCTTTCCCCAACCTCG
CCCTTCCTCGCCCGCCGTAATAAATAGACACCCCCTCCACACCCTCTTTCCCCAACCTCG

2o Ao e T A TR s Aok ok TR oA e oA e dheake dAe i ok g o i bk e e e e ke sk oo ok ek ek ke e e e ok sk oo e e e

TGTTGTTCGGAGCGCACACACACACAACCAGATCTCCCCCAARATCCACCCGTCGGCACCT
TGTTGTTCGGAGCGCACACACACACAACCAGATCTCCCCCARATCCACCCGTCGGCACCT

Fedrdedoiode ik a ik Ak de Rk ik Aok drk Wk e e koo de kR ik e Rk dok ok sk ke e R Aok ok e Rk ok

CCGCTTCAAGGTACGCCGCTCGTCCTCCCCCCCCCCCCCTCTCTACCTTCTCTAGATCGGE
CCGCTTCAAGGTACGCCGCTCGTCCTCCCCCCCCCCCCCTCTCTACCTTCTCTAGATCGG

Fedrdedoiode ik a ik Ak de Rk ik Aok drk Wk e e koo de kR ik e Rk dok ok sk ke e R Aok ok e Rk ok

CGTTCCGGTCCATGGT TAGGGCCCGGTAGTTCTACTTICTGTTCATGTTTIGTGTTAGATCC
CGTTCCGGTCCATGET TAGGGCCCGGTAGTTCTACTTCTGTTCATGTTIGTGTTAGATCC

FedrdedoiodoRac i ik e R i Aok sk Wk e i ok de R ke e R dode ok ok ek e R ek ok e ek ok

GTGTTTGTGTTAGATCCGTGCTGCTAGCGTTCGTACACGGATGCGACCTGTACGTCAGAC
GTGTTTGTGTTAGATCCGTGCTGCTAGCGTTCGTACACGGATGCGACCTGTACGTCAGAC

2o Ao e T A TR s Aok ok TR oA e oA e dheake dAe i ok g o i bk e e e e ke sk oo ok ek ek ke e e e ok sk oo e e e

ACGTTCTGATTGCTAACTTGCCAGTGTTTCTCTT TGGGGAATCCTGGGATGGCTCTAGCC
ACGTTCTGATTGCTAACTTGCCAGTGTTTCTCTT TGGGGAATCCTGGGATGGCTCTAGCE
e b e e e e ek e ok ek ok ook ek ke ok ek Aok Aok e Rk Rk ek R kR

GTTCCGCAGACGGGATCGATTTCATGATTTTT GTTTCGTTGCATAGGGTTTGGTTTG
GTTCCGCAGACGGGATCGATTTCATGATTTTT GTTTCGTTGCATAGGGTTTGGTTTG
e ek e e e e v e e ke ek ek ek ke ek ek ek ek e e R e e e R e e

CCCTTTTCCTTTATTTCAATATATGCCGTGCACTTGTTTGTCGGGTCATCTTTTCATGCT
CCCTTTTCCTTTATTTCAATATATGCCGTGCACTTGTTTGTCGGGTCATCTTTTCATGCT
T T T R R el el e e A Al e e e el el e e A e e e
TTITTTTTGTCTTGGTTGTGATGATGTGGTCTGGTTGGGCGGTCGTTCTAGATCGGAGTAG
TTITTITTGTCTTGGT TG TGATGATGTGGTCTGGTTGGGCGGTCGTTCTAGATCGGAGTAG

Fedrde ok iR i Rk e Rk e Aok ek e e ek ok Aok e ik ke e e e ke Aok ek e Rk ok Aok e ke e e

AATTCTGTTTCAAACTACCTGETGGAT TTATTAATTTTGGATCTGTATGTGTGTGCCATA
AATTCTGTTTCAAACTACCTGGTGGATTTATTAATTTTGGATCTGTATGTGTGTGCCATA

ook Feade e e s i ke deshe ok Feoke T e sk sk Sk ke sk kol e s e s e ke e ool e e ke ek de e e ook e i e ke e e ke

CATATTCATAGTTACGAATTGAAGATGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATAC
CATATTCATAGTTACGAATTGAAGATGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATAC

Fooie Ao A AR A A R ke ok e R Aok ke e ek etk A ek ke e oAk Aok Aok ek ek ok

ATGTTGATGCGGGTTTTACTGATGCATATACAGAGATGCT GTTCGCTTGGTTGTGA
ATGTTGATGCGGGTTTTACTGATGCATATACAGAGATGET GTTCGCTTGGTTGTGA

Fedrde ok iR i Rk e Rk e Aok ek e e ek ok Aok e ik ke e e e ke Aok ek e Rk ok Aok e ke e e

TGATGTGGTGTGGTTGGGCGGTCGTTCATTCGTTCTAGAT CGGAGTAGAATACTGTTTCA
TGATGTGGTGTGGTTGGGCGGTCGTTCATTCGTTCTAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCA

ook Feade e e s i ke deshe ok Feoke T e sk sk Sk ke sk kol e s e s e ke e ool e e ke ek de e e ook e i e ke e e ke

AACTACCTGGTGTATTTATTAATTTTGGAACTGTATGTGTGTGTCATACATCTTCATAGT
AACTACCTGGTGTATTTATTAATTTIGGAACTGTATGTGTGTGTCATACATCTTCATAGT

ki i e T oA TR she dohe ok ek i e ke ok dhesie ok ok sk ke e ek dhe ke e e e ket o e o ok ok e ke ek ke
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Alineamiento 4. Entre la SEQ ID NO: 13 de D2 y la SEQ ID NO: 5 de la solicitud.

En consecuencia, la persona normalmente versada en la materia estaria motivada a
incluir un polinucledtido en un plasmido para obtener plantas transgénicas de cafia que

Sefior ciudadano, para hacer seguimiento a su solicitud, la entidad le ofrece los siguientes canales:
www.sic.gov.co ~ Teléfono en Bogota: 601 59204 00 ~ Linea gratuita a nivel nacional: 01 8000 910 165
Direccidn: Cra. 13 #27 - 00 pisos 1, 3, 4,5,6, 7 y 10 ~ Radicaciones: Av. carrera 7 #31A-36, Bogotd D.C.- Colombia
Teléfonos: 601 587 00 00 ~ e-mail: contactenos@sic.gov.co

Pagina 17 de 35

©

R

MNuestro aporte es fundamental,
al usar menos papel contribuimos con
el medio ambiente



COLOMBIA - . 3
% POTENCIA DE LA L./ Industria y Comercio
V|DA | I;/SUPERINTENDENCIA
Oficio N° 6117 de 1 de abril de 2024

Ref. Expediente N° NC2021/0017527

expresan una proteina CRY1AC del D2 en el plasmido de D1, para asi llegar al objeto de
la reivindicacion 11. Por lo cual se considera obvia.

La reivindicacion dependiente 12 no menciona alguna caracteristica que, junto con las
caracteristicas de la reivindicacién independiente, aporte nivel inventivo al polinucle6tido
de la reivindicacion 11, por lo cual se considera que carece de nivel inventivo.

Teniendo en cuenta lo sefalado en el articulo 18 de la Decisién 486 de 2000 de la
Comisién de la Comunidad Andina, la reivindicacion independiente 13 (Radicado
NC2022/0018502 del 20 de diciembre de 2022) refiere a: “Pares de cebadores que
comprenden cebadores directos e inversos caracterizados porque el cebador directo
comprende la SEC ID nro.: 6 y el cebador inverso comprende la SEC ID nro.: 7, o el
cebador directo comprende la SEC ID nro.: 8 y el cebador inverso comprende la SEC ID
nro.: 9. (...)". A continuacion, se presenta la tabla comparativa entre el objeto reivindicado

y los documentos encontrados en el estado de la técnica:

CARACTERISTICAS

ESENCIALES it

D3

Cebadores directos e inversos
para detectar un transgén en
una planta de cafia de azucar
transgénica que expresa una
proteina CRY1AC, donde los
cebadores estan dirigidos al gen
que codifica para la proteina
CRY de tal forma que el
cebador directo tiene la
secuencia
TATCGTTGCTCAACTAGGTCA
GGGTGTC teniendo como
alternativa para PCR tiempo real
la secuencia 1ACQF: 5'-
ACCGGTTACACTCCCATCGA-
3’, y un cebador reverso de
secuencia
CATTGTTGTTCTGTGGTGGGA
TTTCGTC teniendo como
alternativa para realizar PCR
tiempo real el cebador de
secuencia GA-3’, 1ACQR: 5'-
CCAGCACCTGGCACGAA-3
(Péags. 2y 3, secciones - Vector
construction y Transformation
and screening; Pag. 3. Seccion -
DNA extraction and primer

Pares de cebadores que
comprenden cebadores directos e
inversos caracterizados porque el

cebador directo comprende la
SEC ID nro.: 6 y el cebador
inverso comprende la SEC ID
nro.: 7, o el cebador directo
comprende la SEC ID nro.: 8 y el
cebador inverso comprende la

Cebadores directos e inversos
para detectar un transgén en
una planta de cafa de azlcar
transgénica que expresa una
proteina CRY1AC, dichos
cebadores van dirigidos a la
region del gen crylAC (Bt) con
un cebador directo de secuencia
GAAGGTTTGAGCAATCTCTAC
y un cebador de secuencia
reversa
CGATCAGCCTAGTAAGGTCG
T o a un gen bar que se incluye
en el constructo con un cebador
directo de secuencia
ACAAGCACGGTCAACTTC o
un cebador reverso de
secuencia
ACTCGGCCGTCCAGTCGTA
(tabla 1). Donde el cebador
directo Bt tiene un 80.97"% y un
57.14% de identidad con las
SEQ ID NOs: 22y 29 de la
solicitud respectivamente, en
tanto que el cebador reverso Bt
tiene 44.86%y un 85.71% de
identidad con las SEQ ID NOs:

SECIDnro.: 9. design). Donde el cebador 22y 29 de la solicitud
directo para PCR tiempo final de | respectivamente (alineamiento
D1 tiene una identidad del 5). Adicionalmente, el cebador
89.29% y de 53.57% con las directo bar tiene un 100% y un
SEQ ID NO: 22y 29 de la 60% de identidad con las SEQ
solicitud respectivamente, en ID NOs: 22 y 29 de la solicitud
tanto el cebador directo para respectivamente, mientras el
PCR tiempo real tiene una cebador reverso bar tiene un
identidad del 95% y del 75% 53.33% y un 100% de identidad
con las SEQ ID NOs: 22y 29 con las SEQ ID NOs: 22 y 29 de
respectivamente (alineamiento la solicitud respectivamente
5). En tanto, que el cebador (alineamiento 5).
reverso para PCR punto final de
D1 tiene una identidad del
53.33% y del 100% con las SEQ
ID NOs: 22 y 29 de la solicitud
respectivamente, y los
disefados para tiempo real de
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D1 tienen una identidad del
45.45% y del 63,89% con con
las SEQ ID NOs: 22y 29 de la

solicitud respectivamente
(alineamiento 5).

D1 es considerado como el estado de la técnica mas cercano a la invencion definida en
la reivindicacién 13, ya que divulga cebadores que permiten la deteccion de un gen que
codifica una proteina CRY1AC en plantas que han sido transformadas con un plasmido
gue comprende un constructo en el cual el gen crylAC esta bajo un promotor 35s, donde
dicho vector es transformado por bombardeo en células embrionarias derivadas de
segmentos transversales de hojas jévenes enrolladas con meristemo apical (Pags. 2y 3,
secciones - Vector construction y Transformation and screening, Pag. 3, seccion - DNA
extraction and primer design). De tal forma, que se disefian cebadores para detectar el
transgén por PCR de punto final y PCR de tiempo real, siendo el cebador directo el que
tiene secuencia TATCGTTGCTCAACTAGGTCAGGGTGTC teniendo como alternativa
para PCR tiempo real la secuencia 1ACQF: 5-ACCGGTTACACTCCCATCGA-3, y el
cebador reverso de secuencia CATTGTTGTTCTGTGGTGGGATTTCGTC teniendo
como alternativa para realizar PCR tiempo real el cebador de secuencia GA-3’, 1ACQR:
5-CCAGCACCTGGCACGAA-3' (Pags. 2 y 3, secciones - Vector construction y
Transformation and screening; Pag. 3. Seccion - DNA extraction and primer design).
Donde el cebador directo para PCR tiempo final de D1 tiene una identidad del 89.29% y
de 53.57% con las SEQ ID NO: 22 y 29 de la solicitud respectivamente, en tanto el
cebador directo para PCR tiempo real tiene una identidad del 95% y del 75% con las SEQ
ID NOs: 22 y 29 respectivamente (alineamiento 5). En tanto, que el cebador reverso para
PCR punto final de D1 tiene una identidad del 53.33% y del 100% con las SEQ ID NOs:
22 y 29 de la solicitud respectivamente, y los disefiados para tiempo real de D1 tienen
una identidad del 45.45% y del 63,89% con las SEQ ID NOs: 22 y 29 de la solicitud
respectivamente (alineamiento 5). D1 también divulga que las plantas transgénicas
obtenidas con numeros de copias medianos eran similares a la linea parental no
transgénica y tenian relativamente iguales o menores rendimiento de sacarosa y una
resistencia significativamente mejorada al barrenador de la cafia de azlcar, lo que redujo
la susceptibilidad al dafio ocasionado por los insectos (Abstract).

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

1: reverselryRTDS 106.80 -nan -nan -nan  45.45 -nan -nan -nan  63.89
2: fordwardCryDl -nan  188.09 -nan -nan 89,29 -nan -nan -nan  53.57
3: fordwardCryRTDL =nan -nan 12a.8e =nan 95.86 =nan =nan =nan 75.98
4: fordwardbarD3 -nan -nan -nan  189.20 100.06 -nan -nan -nan  &€0.98
5: W0_2e2e2438e6_22 45.45 89.29 95.92 leo.29 198.9e 42.86 53.57 53.33 52.34
&: reverseBtDs -nan =nan -nan -nan 42.86 188.80 -nan -nan  85.7
7: reverselryDl -nan -nan -nan -nan  53.57 -nan 129.98 -nan  92.88
&: reversebarD3 =nan =nan =nan =nan 53.33 =nan =pan 192.83 188.28
9: W0_2820243886_29 63.89 53.57 75.9¢ 60.80 52.34 B5.71 92.86 109.08 120.0@

Alineamiento 5. Entre las secuencias de cebadores de D1 y de las que codifican para la proteina
CRY1AC (bt) y el gen bar de D3y las SEQ ID NOs: 6 a 9, 12, 13, 19, 22 y 29 de la solicitud.

La diferencia entre la invencion definida entre la reivindicacion 13 y los cebadores
divulgados en D1, consiste en las SEQ ID NOs: 6 a 9.

No hay evidencia de que el incluir especificamente las SEQ ID NOs: 6 a 9 proporcione
cebadores con algun efecto técnico diferente al que ya proporcionaba el objeto de D1,
puesto que cebadores permiten amplificar un amplicén para detectar un transgén en
plantas de cafa de azucar que expresan una proteina CRY1AC y que se unen a SEQ ID
NO 22 y 29 de la solicitud ya habian sido previstos en dicho documento (Pags. 2 y 3,
secciones - Vector construction y Transformation and screening; Pag. 3. Seccion - DNA
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extraction and primer design, alineamiento 5). Adicionalmente, no se evidencia que los
cebadores de SEQ ID NOs: 6 a 9 se unan las SEQ ID NO: 22 y 29 (alineamiento 3).

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencion se puede
formular asi: ¢ Como modificar los cebadores conocidos en D1 con el fin de proporcionar
otros cebadores alternativos?

Sin embargo, el incluir cebadores alternativos para detectar un transgén en plantas de
cafia de azlcar transgénicas ya esta divulgado en D3 que se refiere a cebadores para
detectar un transgén en una planta de cafia de azlcar transgénica que expresa una
proteina CRY1AC, dichos cebadores van dirigidos a la regién del gen crylAC (Bt) con un
cebador directo de secuencia GAAGGTTTGAGCAATCTCTAC y un cebador de
secuencia reversa CGATCAGCCTAGTAAGGTCGT o a un gen bar que se incluye en el
constructo con un cebador directo de secuencia ACAAGCACGGTCAACTTC o0 un
cebador reverso de secuencia ACTCGGCCGTCCAGTCGTA (tabla 1). Donde el cebador
directo Bt tiene un 80.97"% y un 57.14% de identidad con las SEQ ID NOs: 22y 29 de la
solicitud respectivamente, en tanto que el cebador reverso Bt tiene 44.86%y un 85.71%
de identidad con las SEQ ID NOs: 22 y 29 de la solicitud respectivamente (alineamiento
5). Adicionalmente, el cebador directo bar tiene un 100% y un 60% de identidad con las
SEQ ID NOs: 22 y 29 de la solicitud respectivamente, mientras el cebador reverso bar
tiene un 53.33% y un 100% de identidad con las SEQ ID NOs: 22 y 29 de la solicitud
respectivamente (alineamiento 5). D3 también divulga un constructo que contiene el gen
crylAC y el gen bar que codifica la tetravalencia libre de antibioticos, asi como, un
promotor 35S- bivalente directa resistente, de sentido directo para la resistencia contra
un insecto plaga de la cafa y reverso para un terminador NOS, ademas comprende un
T-ADN (Reiv. 5).

En consecuencia, la persona normalmente versada en la materia estaria motivada a
disefiar secuencias alternativas para detectar un transgén en plantas transgénicas de
cafia que expresan una proteina CRY1AC como lo ensefia de D3 en los cebadores de
D1, para asi llegar al objeto de la reivindicacion 13. Por lo cual se considera obvia.

Teniendo en cuenta lo sefialado en el articulo 18 de la Decisién 486 de 2000 de la
Comision de la Comunidad Andina, la reivindicacion independiente 15 (Radicado
NC2022/0018502 del 20 de diciembre de 2022) refiere a: “El método segun la
reivindicacion 14, caracterizado porque los pares de cebadores en la etapa c) estan
disefiados para unirse a un polinucle6tido que comprende nucleétidos contiguos (...)". A
continuacion, se presenta la tabla comparativa entre el objeto reivindicado y los
documentos encontrados en el estado de la técnica:

CARACTERISTICAS

ESENCIALES DL =

Un método para detectar
material vegetal de la cafia de
azlcar modificada

Un método para detectar material
vegetal de la cafia de azUcar
modificada genéticamente, que
comprende las etapas de:

Un método para detectar
material vegetal de la cafia de
azucar modificada
genéticamente, que comprende
las etapas de: (Pag. 3, seccion -
DNA extraction and primer
design).

genéticamente, que comprende
las etapas de: (Seccion - (7)
genetic transformation: utilize
Bombardment-Mediated
Transformation sugarcane
callus, with 0.7mg/L glyphosate
(PPT) screening acquisition
kanamycin-resistant callus
tissue, differentiation and
regeneration obtains transgenic
sugarcane plant).

a) obtener una muestra de
material vegetal para su analisis;

obtener una muestra de material
vegetal para su analisis; (Pag. 3,

obtener una muestra de material
vegetal para su analisis;
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seccion - DNA extraction and
primer design).

(Seccién - (7) genetic
transformation: utilize
Bombardment-Mediated
Transformation sugarcane
callus, with 0.7mg/L glyphosate
(PPT) screening acquisition
kanamycin-resistant callus
tissue, differentiation and
regeneration obtains transgenic
sugarcane plant).

b) extraer ADN de la muestra;

extraer ADN de la muestra;
(Pag. 3, seccion - DNA
extraction and primer design).

extraer ADN de la muestra;

C) proporcionar pares de
cebadores que comprenden al
menos un cebador directo y uno
inverso;

proporcionar pares de
cebadores que comprenden al
menos un cebador directo y uno
inverso; (Pag. 3, seccién - DNA
extraction and primer design).

proporcionar pares de
cebadores que comprenden al
menos un cebador directo y uno
inverso; (Seccién - (7) genetic
transformation: utilize
Bombardment-Mediated
Transformation sugarcane
callus, with 0.7mg/L glyphosate
(PPT) screening acquisition
kanamycin-resistant callus
tissue, differentiation and
regeneration obtains transgenic
sugarcane plant).

d) amplificar una regién entre el
par de cebadores; y

amplificar una region entre el

par de cebadores; y (Pag. 3,

seccion - DNA extraction and
primer design).

amplificar una region entre el
par de cebadores; y (Seccién -
(7) genetic transformation: utilize
Bombardment-Mediated
Transformation sugarcane
callus, with 0.7mg/L glyphosate
(PPT) screening acquisition
kanamycin-resistant callus
tissue, differentiation and
regeneration obtains transgenic
sugarcane plant).

e) detectar la presencia de un
producto a partir de la
amplificacion.

detectar la presencia de un
producto a partir de la
amplificacion. (Pag. 3, seccién -
DNA extraction and primer
design).

detectar la presencia de un
producto a partir de la
amplificacion (Seccién - (7)
genetic transformation: utilize
Bombardment-Mediated
Transformation sugarcane
callus, with 0.7mg/L glyphosate
(PPT) screening acquisition
kanamycin-resistant callus
tissue, differentiation and
regeneration obtains transgenic
sugarcane plant).

en la etapa c) estan disefiados
para unirse a un polinucleétido
que comprende nucleétidos
contiguos de secuencias
seleccionadas del grupo que
consiste en la SEC ID nro.: 22,y
SEC ID nro.: 29, caracterizado
porque al menos un par de
cebadores comprende
secuencias de nucledtidos
contiguas seleccionadas del
grupo que consiste en la SEC ID
nro.: 23, la SEC ID nro.: 24, la

SEC ID nro.: 30,y la SEC ID nro.:

31.

Donde los cebadores directos e
inversos estan dirigidos al gen
gue codifica para la proteina
CRY de tal forma que el
cebador directo tiene la
secuencia
TATCGTTGCTCAACTAGGTCA
GGGTGTC teniendo como
alternativa para PCR tiempo real
la secuencia 1ACQF: 5'-
ACCGGTTACACTCCCATCGA-
3’, y un cebador reverso de
secuencia
CATTGTTGTTCTGTGGTGGGA
TTTCGTC teniendo como
alternativa para realizar PCR
tiempo real el cebador de

Los cebadores directos e
inversos para detectar un
transgén en una planta de cafia
de azUcar transgénica que
expresa una proteina CRY1AC,
dichos cebadores estan
disefiados contra la region del
gen crylAC (Bt) con un cebador
directo de secuencia
GAAGGTTTGAGCAATCTCTAC
y un cebador de secuencia
reversa
CGATCAGCCTAGTAAGGTCG
T o a un gen bar que se incluye
en el constructo con un cebador
directo de secuencia
ACAAGCACGGTCAACTTC oo
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secuencia GA-3’, 1ACQR: 5'-
CCAGCACCTGGCACGAA-3
(Péags. 2y 3, secciones - Vector
construction y Transformation
and screening; Pag. 3. Seccion -
DNA extraction and primer
design). Donde el cebador
directo para PCR tiempo final de
D1 tiene una identidad del
89.29% y de 53.57% con las
SEQ ID NO: 22y 29 de la
solicitud respectivamente, en
tanto el cebador directo para
PCR tiempo real tiene una
identidad del 95% y del 75%
con las SEQ ID NOs: 22y 29
respectivamente (alineamiento
5). En tanto, que el cebador
reverso para PCR punto final de
D1 tiene una identidad del
53.33% y del 100% con las SEQ
ID NOs: 22 y 29 de la solicitud
respectivamente, y los

un cebador reverso de
secuencia
ACTCGGCCGTCCAGTCGTA
(tabla 1). Donde el cebador
directo Bt tiene un 80.97"°% y un
57.14% de identidad con las
SEQ ID NOs: 22y 29 de la
solicitud respectivamente, en
tanto que el cebador reverso Bt
tiene 44.86%y un 85.71% de
identidad con las SEQ ID NOs:
22y 29 de la solicitud
respectivamente (alineamiento
5). Adicionalmente, el cebador
directo bar tiene un 100% y un
60% de identidad con las SEQ
ID NOs: 22 y 29 de la solicitud
respectivamente, mientras el
cebador reverso bar tiene un
53.33% y un 100% de identidad
con las SEQ ID NOs: 22y 29 de
la solicitud respectivamente
(alineamiento 5).

disefados para tiempo real de
D1 tienen una identidad del
45.45% y del 63,89% con con
las SEQ ID NOs: 22y 29 de la
solicitud respectivamente
(alineamiento 5).

D1 es considerado como el estado de la técnica mas cercano a la invencion definida en
la reivindicacion 15, ya que divulga un método de deteccién de un transgén en una planta
transgénica que expresa una proteina CRY1AC, donde el método comprende obtener
una muestra de material vegetal para su analisis las cuales corresponden a hojas jévenes
frescas a las cuales se les realiza extraccion de ADN de la muestra mediante el método
CTAB y se proporcionan pares de cebadores que comprenden al menos un cebador
directo y uno inverso los cuales se usan para amplificar una region entre el par de
cebadores por PCR punto final o PCR tiempo real lo cual permite detectar la presencia
de un producto a partir de la amplificacion (Pags. 2 y 3, secciones - Vector construction y
Transformation and screening; Pag. 3. Seccion - DNA extraction and prime los cebadores
r design). Estas plantas transgénicas son resistentes contra Diatraea saccharalis y los
cebadores para detectar el transgén por PCR de punto final y PCR de tiempo real, siendo
el cebador directo el que tiene secuencia TATCGTTGCTCAACTAGGTCAGGGTGTC
teniendo como alternativa para PCR tiempo real la secuencia 1ACQF:. 5'-
ACCGGTTACACTCCCATCGA-3, 'y el cebador reverso de secuencia
CATTGTTGTTCTGTGGTGGGATTTCGTC teniendo como alternativa para realizar PCR
tiempo real el cebador de secuencia GA-3’, 1ACQR: 5-CCAGCACCTGGCACGAA-3’
(Pags. 2 y 3, secciones - Vector construction y Transformation and screening; Pag. 3.
Seccion - DNA extraction and primer design). Donde el cebador directo para PCR tiempo
de punto final de D1 tiene una identidad del 89.29% y de 53.57% con las SEQ ID NO: 22
y 29 de la solicitud respectivamente, en tanto el cebador directo para PCR tiempo real
tiene una identidad del 95% y del 75% con las SEQ ID NOs: 22 y 29 respectivamente
(alineamiento 5). En tanto, que el cebador reverso para PCR punto final de D1 tiene una
identidad del 53.33% y del 100% con las SEQ ID NOs: 22 y 29 de la solicitud
respectivamente, y los disefiados para tiempo real de D1 tienen una identidad del 45.45%
y del 63,89% con las SEQ ID NOs: 22 y 29 de la solicitud respectivamente (alineamiento
5). D1 también divulga que las plantas transgénicas en las que se detecta el transgén y
gue tienen numeros de copias medianos del mismo eran similares a la linea parental no
transgénica y tenian relativamente iguales o menores rendimiento de sacarosa y una

Pagina 22 de 35

Sefior ciudadano, para hacer seguimiento a su solicitud, la entidad le ofrece los siguientes canales:

www.sic.gov.co ~ Teléfono en Bogotd: 601 5920400 ~

Linea gratuita a nivel nacional: 01 8000 910 165

Direccién: Cra. 13 #27 - 00 pisos 1, 3, 4,5,6, 7 v 10 ~ Radicaciones: Av. carrera 7 #31A-36, Bogota D.C.- Colombia

Teléfonos: 601 587 00 00 ~ e-mail: contactenos@sic.gov.co

MNuestro aporte es fundamental,
al usar menos papel contribuimos con
el medio ambiente

e



COLOMBIA . . 3
o POTENCIA DE LA L./ Industria y Comercio
V|DA | |y SUPERINTENDENCIA
Oficio N° 6117 de 1 de abril de 2024

Ref. Expediente N° NC2021/0017527

resistencia significativamente mejorada al barrenador de la cafia de azlcar, lo que redujo
la susceptibilidad al dafio ocasionado por los insectos (Abstract).

La diferencia entre la invencion definida entre la reivindicacion 15 y el método divulgado
en D1, consiste en las secuencias a las que se dirigen los cebadores, SEQ ID NOs: 22 a
24y 29 a 31.

No hay evidencia de que el incluir especificamente las 22 a 24 y 29 a 31 como secuencias
blanco proporcione con algun efecto técnico diferente al que ya proporcionaba el objeto
de D1, puesto que un método para detectar un transgén crylAC en plantas de cafia de
azucar ya habian sido previsto en dicho documento (tabla 1, alineamiento 5).
Adicionalmente, no es posible atribuir ningun efecto técnico porque ninguna de las SEQ
ID NO: 23, 24, 30 o 31 corresponden a cebadores, dado que, sus longitudes
corresponden a 2064 pb, 1436 pb, 2064 pb y 1436 pb, tampoco es posible atribuir efecto
a nucleétidos contiguos.

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencion se puede
formular asi: ¢Como modificar las secuencias blanco conocidas en D1 con el fin de
proporcionar otros cebadores alternativos?

Sin embargo, secuencias blanco alternativas para detectar un transgén en plantas de
cafia de azucar transgénicas resistentes contra Diatraea saccharalis ya esta divulgado
en D3 que se refiere a un método para detectar un transgén en una planta de cafia de
azucar transgénica que expresa una proteina CRY1AC, dichos cebadores van dirigidos
a la region del gen crylAC (Bt) con un cebador directo de secuencia
GAAGGTTTGAGCAATCTCTAC 'y un cebador de secuencia reversa
CGATCAGCCTAGTAAGGTCGT o0 a un gen bar que se incluye en el constructo con un
cebador directo de secuencia ACAAGCACGGTCAACTTC o un cebador reverso de
secuencia ACTCGGCCGTCCAGTCGTA (tabla 1). Donde el cebador directo Bt tiene un
80.97% y un 57.14% de identidad con las SEQ ID NOs: 22 y 29 de la solicitud
respectivamente, en tanto que el cebador reverso Bt tiene 44.86%y un 85.71% de
identidad con las SEQ ID NOs: 22 y 29 de la solicitud respectivamente (alineamiento 5).
Adicionalmente, el cebador directo bar tiene un 100% y un 60% de identidad con las SEQ
ID NOs: 22 y 29 de la solicitud respectivamente, mientras el cebador reverso bar tiene un
53.33% y un 100% de identidad con las SEQ ID NOs: 22 y 29 de la solicitud
respectivamente (alineamiento 5). D3 también divulga un constructo que contiene el gen
crylAC y el gen bar que codifica la tetravalencia libre de antibioticos, asi como, un
promotor 35S- bivalente directa resistente, una secuencia opuesta a la que es directo
para la resistencia contra un insecto plaga de la cafa y reverso un terminador NOS,
ademas comprende un T-ADN (Reiv. 5, Seccion - (7) genetic transformation: utilize
Bombardment-Mediated Transformation sugarcane callus, with 0.7mg/L glyphosate
(PPT) screening acquisition kanamycin-resistant callus tissue, differentiation and
regeneration obtains transgenic sugarcane plant).

En consecuencia, la persona normalmente versada en la materia estaria motivada a
seleccionar secuencias blanco alternativas para disefiar cebadores para detectar un
transgén en plantas transgénicas de cafia que expresan una proteina CRY1AC como lo
ensefa de D3 en el método de D1, para asi llegar al objeto de la reivindicacién 15. Por lo
cual se considera obvia.

Adicionalmente, D1 menciona que el método incluye una sonda para la deteccién por
PCR tiempo real, donde dicha sonda tiene una secuencia TCTCCTTGTCC
TTGACACAGTTTCTGCTCA, la cual tiene una identidad del 61.11% y 64.29% con las
SEQ ID NOs: 10y 11 de la solicitud (alineamiento 6).
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Percent Identity Matrix - created by ClustalZ.l

1: sondaD2 188,68 61.11 64,29

2: WO_20202438686_16 6l.11 183.22 La.ae

3: WO_20828243886_11 64,29 58.98 128.88

CLUSTAL 0{1.2.4) multiple seguence alignment

sondaD2 ---TCTCCTTGTCCTTGACACAGTTTCTGCTC 29
WO_2020243806_10  ------- CGTGTTCCTATCGC----- CAGC-- 18
WO_2020243806_11 ATATCACATTG- - -CGBACG------------ 17

o . nE,

Alineamiento 6. Entre la sonda de D2 y las SEQ ID NOs: 10 y 11 de la solicitud.

Las reivindicaciones dependientes 16 a 22, 24 y 25 no mencionan alguna caracteristica
gue, junto con las caracteristicas de la reivindicacion independiente, aporte nivel inventivo
al método de la reivindicacion 15, por lo cual se considera que carecen de nivel inventivo.

Teniendo en cuenta lo sefialado en el articulo 18 de la Decisién 486 de 2000 de la
Comision de la Comunidad Andina, la reivindicacion independiente 26 (Radicado
NC2022/0018502 del 20 de diciembre de 2022) refiere a: “Construccién genética que
comprende la SEC ID nro.: 1.(...)". A continuacion, se presenta la tabla comparativa entre
el objeto reivindicado y los documentos encontrados en el estado de la técnica:

CARACTERISTICAS

ESENCIALES D1 D2

Un polinucledtido de un
plasmido de SEQ ID NO: 13y el
cual comprende una secuencia

de nucledtidos del gen T-ADN
de la SEQ ID NO: 2. Que
también comprende un casette
de expresion de resistencia a
glifosfato, un promotor 35S
desde CaMV y el promotor de
poliubiquitina 1 (SEQ ID NO: 9)
el cual dirige la expresion de un
casette de expresion de los
genes CrylAb-Cry12A (ejemplo
1). Donde la SEQ ID NO: 13 de
D2 comprende la SEQ ID NO: 1
de la solicitud con un 100% de
identidad (alineamiento 7).

Un polinucledtido que
comprende un gen que codifica
una proteina CRY1AC la cual
esta bajo un promotor 35s y que
estad comprendido en un vector
el cual es transformado por
bombardeo en células
embrionarias derivadas de
segmentos transversales de
hojas jovenes enrolladas con
meristemo apical (Pags. 2y 3,
secciones - Vector construction
y Transformation and
screening).

Construccion genética que
comprende la SEC ID nro.: 1.

D1 es considerado como el estado de la técnica mas cercano a la invencion definida en
la reivindicacion 26, ya que divulga un constructo que comprende un gen que codifica
una proteina CRY1AC la cual esta bajo un promotor 35s y que esta comprendido en un
vector el cual es transformado por bombardeo en células embrionarias derivadas de
segmentos transversales de hojas jévenes enrolladas con meristemo apical (Pags. 2y 3,
secciones - Vector construction y Transformation and screening). Donde las plantas
transgénicas obtenidas con numeros de copias medianos eran similares a la linea
parental no transgénica y tenian relativamente iguales o menores rendimiento de
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sacarosa y una resistencia significativamente mejorada al barrenador de la cafia de
azucar, lo que redujo la susceptibilidad al dafio ocasionado por los insectos (Abstract).

La diferencia entre la invencion definida entre la reivindicacion 26 y el polinucleétido
divulgado en D1, consiste en la SEQ ID NO: 1.

No hay evidencia de que el incluir especificamente la SEQ ID NO: 1 proporcione un
constructo con algun efecto técnico diferente al que ya proporcionaba el objeto de D1,
puesto que un constructo de un vector para la generacion de una planta transgénica de
cafia de azlcar que expresa una proteina de resistencia al barrenador, el cual es
transformado por bombardeo en células embrionarias derivadas de segmentos
transversales de hojas jévenes enrolladas con meristemo apical (Pags. 2 y 3, secciones
- Vector construction y Transformation and screening). Donde las plantas transgénicas
obtenidas con numeros de copias medianos eran similares a la linea parental no
transgénica y tenian relativamente iguales o menores rendimiento de sacarosa y una
resistencia significativamente mejorada al barrenador de la cafia de azlcar, lo que redujo
la susceptibilidad al dafio ocasionado por los insectosya habia sido previsto en dicho
documento (Abstract).

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencion se puede
formular asi: ¢ Como modificar el constructo conocido en D1 con el fin de proporcionar
otro constructo alternativo?

Sin embargo, el incluir un constructo alternativo en un pladsmido para obtener plantas
transgénicas resistentes a un insecto ya esta divulgado en D2 que se refiere a un
plasmido para la transformacién de maiz de SEQ ID NO. 13 que esté constituido por una
secuencia de nucleétidos del gen de ADN-T de SEQ ID NO: 2, donde dicha secuencia
comprende un casete de expresion de resistencia a glifosato con un promotor 35S
derivado de CaMV y un promotor poliubiqutina-1 de maiz (secuencia de nucle6tidos SEQ
ID NO. 9), el terminador es del gen 35S de CaMV (0,2 kb de longitud y secuencia de
nucledtidos SEQ DNI N° 11) y la resistencia a insectos corresponde a la fusion Cry1Ab-
PGKGGG-Cry2A, en tanto que el promotor que impulsa el gen de fusién Cry1lAb-Cry2A
se deriva del promotor del gen de poliubiquitina-1 del maiz (pZmuUbi-1) (obtenido del
genoma del maiz mediante PCR, el tamafio es 2,1 kb y la secuencia de nucleétidos es
SEQ ID NO. 7) (ejemplo 1). Dicho plasmido de transformacion de plantas obtenido se
introdujo en Agrobacterium LBA4404 mediante un método de descarga eléctrica (2500
V) para obtener Agrobacterium que contenia un vector de transformacion de plantas
(ejemplo 1). Donde la SEQ ID NO: 13 de D2 tiene un 77.71% de identidad con 47.1 % de
cobertura con la SEQ ID NO:1 de la solicitud (alineamiento 7).

Percent Identity Matrix - created by ClustslZ.l

1: WO_2816183332_13 1a@e.ee J7.71
2: WO_2828243806_1 7771 lea.oa
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W0_2016188332_13
W0_2020243806_1

W0_2016188332_13
W0_20202433806_1

Wo_2016188332_13
W0_20202433806_1

W0_2016188332_13
W0_20202438086_1

W0_2016188332_13
W0_2020243806_1

W0_2016188332_13
W0_2026243806_1

W0_2016188332_13
W0_2020243806_1

W0_2016183332_13
W0_2020243886_1

W0_2016183332_13
W0_2020243886_1

W0_2016183332_13
W0_20202438686_1

W0_2016188332_13
W0_2020243886_1

W0_2016183332_13
W0_28202438686_1

W0_2016188332_13
W0_2020243806_1

W0_2016188332_13
W0_2026243806_1

GTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCT--CTTCGCTATTACGC - - ------ CAGCTGGCG
==|lfl[=s=s==s===s GGTGTAAACAAATTGACGCTTAGACAACTTAATAACACATTGLG
#k hokkk L, %, ThEkk DL Wk, , *k Lk ok
AAAGG--GGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGT TGGGTAACGCCAGGGTT------- TTCC
GACGTCTTTAATGTACTGAATTTAGTTACTG------ ATCAC-TGATTAAGTACTGATAT
I Sdokeded ke kD L EIkD,Iw dld.k I, kI Tk,
CAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCATGCCTACAGTGCAGCGTG
CGETACCGA-----—--- ATTCGCGGCCGCAAGCTTCGATCGATGCCTGCAGTGCAGCGTG
*,kok, gk k1 L kdekkk, D, k1l IR kedkdeokek, deidkkokkeoksedok
CACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGGTT TAGGGTTAATGG
CACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGGTT TAGGGTTAATGG

e ke Ao A T ke Ao Ao v Ao sk o o i A s ke o R Ao ke ok Ao A R Ak Aok e el A ko e o o e

TATAGACTAATT TAGTACATCTAT ATTCTA AGCCTCTAAATTAAG
TATAGACTAATT TAGTACATCTAT ATTCTA AGCCTCTAAATTAAG

e ke Ao A T ke Ao Ao v Ao sk o o i A s ke o R Ao ke ok Ao A R Ak Aok e el A ko e o o e

AAAACTAAAACTCTAT AGTTT ATTTAATAATTTAGATATAAAATAGAATAMAA
AAAACTAAAACTCTAT AGTTT ATTTAATAATTTAGATATAAAATAGAATAMAA

e ke ke s siedke sk s el sl sk deshe ol e e ke sk Sk ek e sk sk e ke ke ke sk e e ke ok dhe e e ool Sk ke el e e

TAAAGTGACTAAAAATTARACARATACCCTTTAAGAAATTAAAAARACTAAGGAAACATT
TAAAGTGACTAAARATTAAACARATACCCTTTAAGAAATTAAAAALACTAAGGAAACATT

e ke Ao A T ke Ao Ao v Ao sk o o i A s ke o R Ao ke ok Ao A R Ak Aok e el A ko e o o e

TTTCTTGT TTCGAGTAGATAATGCCAGCCTGT TAAACGCCGTCGACGAGTCTAACGGACA
TTTCTTGTTTCGAGTAGATAATGCCAGCCTGT TARACGCCGTCGACGAGTCTAACGGACA
ook ke e e ek Rk ok e e e ok ok Rk e ks ek e ek ek ek A ek ARk ek
CCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGACGGCACGGCATCTCT
CCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGACGGCACGGCATCTCT

e ke Ao A T ke Ao Ao v Ao sk o o i A s ke o R Ao ke ok Ao A R Ak Aok e el A ko e o o e

GTCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGT TCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGTLE
GTCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGT TCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGTLE

e ke ke s siedke sk s el sl sk deshe ol e e ke sk Sk ek e sk sk e ke ke ke sk e e ke ok dhe e e ool Sk ke el e e

GGCATCCAGAAATTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTGAGCCGGCACGEGCAGGCGGCCTCCT
GGCATCCAGAAATTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTGAGCCGGCACGEGCAGGCGGCCTCCT

e ke ke s siedke sk s el sl sk deshe ol e e ke sk Sk ek e sk sk e ke ke ke sk e e ke ok dhe e e ool Sk ke el e e

CCTCCTCTCACGGCACGGCAGCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCE
CCTCCTCTCACGGCACGGCAGCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCE

e ke ke s siedke sk s el sl sk deshe ol e e ke sk Sk ek e sk sk e ke ke ke sk e e ke ok dhe e e ool Sk ke el e e

TTCCTCGCCCGCCGTAATAAATAGACACCCCCTCCACACCCTCTTTCCCCAACCTCGTGT
TTCCTCGCCCGCCGTAATAAATAGACACCCCCTCCACACCCTCTTTCCCCAACCTCGTGT

S S e
TGTTCGGAGCGCACACACACACAACCAGATCTCCCCCARATCCACCCGTCGGCACCTECG

TGTTCGGAGCGCACACACACACAACCAGATCTCCCCCAAATCCACCCGTCGGCACCTCCG

kdkdkkikhkkhkikhkiikkhikhhkiihihhiikhihiiikhhhiibhikhirrhdhhhrriik
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W0_2016183332_13

W0_2020243806_1

W0_2016183332_13

W0_2020243806_1

W0_2016188332_13

W0_2020243806_1

W0_2016188332_13

W0_2020243806_1

W0_2016183332_13

W0_2020243806_1

W0_2016183332_13

W0_2020243806_1

W0_2016183332_13

W0_2020243806_1

W0_2016183332_13

W0_2020243806_1

W0_2016188332_13

W0_20202438686_1

W0_2016188332_13

W0_2020243806_1

W0_2016183332_13

W0_2020243806_1

W0_2016183332_13

W0_2020243806_1

W0_2016183332_13

W0_2020243806_1

W0_2016188332_13

W0_2020243806_1

W0_2016188332_13

W0_2020243806_1

W0_2016183332_13

W0_2020243806_1

W0_2016188332_13

W0_2020243806_1

CTTCAAGGTACGCCGCTCGTCCTCCCCCCCCCCCCCTCTCTACCTTCTCTAGATCGGCGT
CTTCAAGGTACGCCGCTCGTCCTCCCCCCCCCCCCCTCTCTACCTTCTCTAGATCGGCGT

B R R e e e e e R s e e e

TCCGGTCCATGGT TAGGGCCCGGTAGTTCTACTTCTGTTCATGTTTGTGTTAGATCCGTG
TCCGGTCCATGGT TAGGGCCCGGTAGTTCTACTTCTGTTCATGTTTGTGTTAGATCCGTG

e e e e e e sk e i she s ok s dheohe e e e sk ok ke sk ok s sk e ke ek vl ok sl sk e s ok ek ok e e ke

TTTGTGTTAGATCCGTGCTGCTAGCGTTCGTACACGGATGCGACCTGTACGTCAGACACG
TTTGTGTTAGATCCGTGCTGCTAGCGTTCGTACACGGATGCGACCTGTACGTCAGACACG

e shesbe e sl e vk sk sk e she e v e sk v i sk e sk sk sl ol sk e de sk e sl s ke ek sk ek ke ke dedeode e i

TTCTGATTGCTAACTTGCCAGTGTTTCTCTT TGGGGAATCCTGGGATGGCTCTAGCCGTT
TTCTGATTGCTAACTTGCCAGTGT TTCTCT T TGGGEGAATCCTGGGATGGCTCTAGCCGTT

Fedededode deok ik ok ook ek ke b ke dede e e ek ke ek ek sk e Rk deke ek ook ok

CCGCAGACGGGATCGATTTCATGA TTTGTTTCGTTGCATAGGGTTTGGTTTGCCC
CCGCAGACGGGATCGATTTCATGA TTTGTTTCGTTGCATAGGGTTTGGTTTGCCE

B R R e e e e e R s e e e

CCTTTATTTCAATATATGCCGTGCACTTGTTTGTCGGGTCATCT CATGC
CCTTTATTTCAATATATGCCGTGCACTTGTTTGTCGGGTCATCT CATGC

A Ak AT A A R A AR A R A TR A T oA oA i AR e A The e o e e s A T s s sk e sk s sk e s R e ke

GTCTTGGTTGTGATGATGTGGTCTGGT TGGGCGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGAAT
GTCTTGGTTGTGATGATGTGGTCTGGT TGGGCGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGAAT

B R R e e e e e R s e e e

TCTGTTTCAAACTACCTGGTGGAT TTATTAAT GGATCTGTATGTGTGTGCCATACAT
TCTGTTTCAAACTACCTGGTGGAT TTATTAAT GGATCTGTATGTGTGTGCCATACAT

A Ak AT A A R A AR A R A TR A T oA oA i AR e A The e o e e s A T s s sk e sk s sk e s R e ke

ATTCATAGTTACGAAT TGAAGATGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATG
ATTCATAGTTACGAATTGAAGATGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATG

B R R e e e e e R s e e e

TTGATGCGGG TACTGATGCATATACAGAGATGCTTTTTGTTCGCTTGGTTGTGATGA
TTGATGCGGG TACTGATGCATATACAGAGATGCTTTTTGTTCGCTTGGTTGTGATGA

A Ak AT A A R A AR A R A TR A T oA oA i AR e A The e o e e s A T s s sk e sk s sk e s R e ke

TETGGTGTGGTTGGGCGGTCGTTCATTCGTTCTAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCARAL
TGTGGTGTGGTTGGGCGGTCGTTCATTCGTTCTAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCARAL

e R e TR e e R AR A R A TR SR SRR e s e e ke sk e o e i sk ke sl R v R ok sk sk S sl i ok ek sk ok e e i ke

TACCTGGTGTATT TATTAATTTTGGAACTGTATGTGTGTGTCATACATCTTCATAGTTAC
TACCTGGTGTATT TATTAATTTTGGAACTGTATGTGTGTGTCATACATCTTCATAGTTAC
ok e ek sk Rk Rk ek R ek A Sk e Rk Sk ke
GAGTTTAAGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGTTGATGTGGETTTTA
GAGTTTAAGATGGATGGAMATATCGATCTAGGATAGGTATACATGTTGATGTGGETTTTA

B R R e e e e e R s e e e

CTGATGCATATACATGATGGCATATGCAGCATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTACC
CTGATGCATATACATGATGGCATATGCAGCATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTACC

B R R e e e e e R s e e e

TATCTATTATAATAAACAAGTATG ATAATTATTTIGATCTTGATATACTTGGATGA
TATCTATTATAATAAACAAGTATG ATAATTATTTTGATCTTGATATACTTGGATGA

e e e e e e sk e i she s ok s dheohe e e e sk ok ke sk ok s sk e ke ek vl ok sl sk e s ok ek ok e e ke

TGGCATATGCAGCAGCTATATGTGGA TTTTAGCCCTGCCTTCATACGCTATTTATTT
TGGCATATGCAGCAGCTATATGTGGA TTTTAGCCCTGCCTTCATACGCTATTTATTT

ook ek ek ek Rk e Rk e ek ke ek e Sk e Rk Sk R Rk
GCTTGGTACTGTTTCT GTCGATGCTCACCCTGTTGTTTGGTGTTACTTCTGCAGGTE

GCTTGGTACTGTTTCT GTCGATGCTCACCCTGTTGTTTGGTGTTACTTCTGCAGGTC

Fedededode deok ik ok ook ek ke b ke dede e e ek ke ek ek sk e Rk deke ek ook ok
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12641
1425
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1485

12761
1545

12821
16085

12881
1665
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1725

13001
1785

13061
12845

13121
1965

13181
1965

13241
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2085

13361
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W0_2016188332_13 GACTCTAGAGGATCCACCATGGACAACAACCCCAACATCAACGAGTGCATCCCCTACAAC 13421
W0_20202435806_1 GACTCTAGA--------- ATGGACAACAACCCAAACATCAACGAGTGCATCCCATACAAC 2196
Feokkk kbR ek kAR ke Rk ek Rk ke Ak Rk ke kiR
W0_2016188332_13 TGCCTGAGCAACCCCGAGGTGGAGGTGCTGGGCGGCGAGCGCATCGAGACCGGCTACACT 13481
W0_20202435806_1 TGCCTGAGCAACCCAGAGGTGGAGGTGCTGGGTGGCGAGCGCATCGAGACCGGTTACACT 2256
B
W0_2016188332_13 CCCATCGACATCAGCCTGAGCCTGACCCAGTTCCTGCTGAGCGAGTTCGTGCCCGGCGCE 13541
W0_2020243806_1 CCCATCGACATCTCCCTGTCCTTGACCCAGTTCCTGCTCAGCGAGTTCGTGCCAGGTGET 2316
Fkkk ARk R RRR D kARl K Rk Rk kR Rk kR, Kok ek
W0_2016188332_13 GGCTTCGTGCTGGGCCTGGTGGACATCATCTGGGGCATCTTCGGCCCCAGCCAGTGGGAC 13601
W0_20202435806_1 GGCTTCGTGCTCGGCCTGGTGGACATCATCTGGGGTATCTTCGGTCCATCCCAATGGGAC 2376
e dedeses i derk sk Rk sk dedeke e ke ek ke dedkokdesesik ek, | keoke, sk
W0_2016188332_13 GCCTTCCTGGRTGCAGATCGAGCAGCTGATCAACCAGCGCATCGAGGAGTTCGCCCGCAAC 13661
W0_20202435806_1 GCCTTCCTGGTGCAAATCGAGCAGCTGATCAACCAGAGGATCGAAGAGTTCGCCAGGAAC 2436
deokese sk e dedkekeoke e, Feokeodeskeskeke ek sk ek ko L ok kst | sedkeesokokenk L ok dkeieke
W0_2016188332_13 CAGGCCATCAGCCGCCTGGAGGGCCTGAGCAACCTGTACCAAATCTACGCCGAGAGCTTC 13721
W0_2020243806_1 CAGGCCATCTCCAGGCTGGAGGGCCTGAGCAACCTCTACCAAATCTACGCCGAGAGCTTC 2496
FRRARAIRI D KL SRRk R ARk AR R R e Rk Sk Rk R e R ek
W0_2016188332_13 CGCGAGTGGGAGGCCGACCCCACCAACCCCGCCCTGCGCGAGGAGATGCGCATCCAGTTC 13781
W0_2020243806_1 AGGGAGTGGGAGGCCGACCCGACCAACCCAGCTCTCCGCGAGGAAATGCGCATTCAATTC 2556
LE RRAERARERARARAAER RRARAAR A KR RARREAAR , RERRERAE Ak, ok
W0_2016188332_13 AACGACATGAACAGCGCCCTGACCACCGCCATCCCCCTGTTCGCCGTGCAGAACTACCAG 13841
W0_2020243806_1 AACGACATGAACAGCGCCCTGACCACCGCTATCCCACTGTTCGCCGTCCAGAACTACCAA 2616
B I o T R e
W0_2016188332_13 GTGCCCCTGCTGAGCGTGTACGTGCAGGCCGCCAACCTGCACCTGAGCGTGCTGCGCGAC 13901
W0_2020243806_1 GTGCCGCTCCTGTCCGTGTACGTGCAAGCCGCTAACCTGCACCTCAGCGTGCTGCGCGAC 2676
dkiokk Rk KRkl Rk, Rk Rk R Rk Rk Rk kR Rk ek
W0_2016188332_13 GTCAGCGTGTTCGGCCAGCGCTGGGECTTCGACGCCGCCACCATCAACAGCCGCTACAAL 13961
W0_2020243806_1 GTGAGCGTGTTCGGCCAAAGGTGGGGCTTCGATGCTGCCACCATCAACAGCCGCTACAAL 2736
keok dededesok ke dieR |,k desoedokedokeokiede® e Reokskeed sk ke ek sk ek ok e ke
W0_2016188332_13 GACCTGACCCGCCTGATCGGCAACTACACCGACCACGCOGTGCGCTGGTACAACACCGGE 14821
W0_2020243806_1 GACCTGACCAGGCTGATTGGCAACTACACCGACCACGCTGTGCGCTGGTACAACACCGGE 2795
ek e sk evkkedeseokedoke ok ke sk etk kool sk ks sk sk e sk ke e ok
W0_2016188332_13 CTGGAGCGCGTGTGGGGTCCCGACAGCCGCGACTGGATCAGGTACAACCAGTTCCGCCGE 14081
WO_2020243806_1 CTGGAGCGCGTCTGGGGTCCGGACTCCAGGGACTGGATCAGGTACAACCAGTTCAGGAGG 2856
kedkediedeek ekt sdkeRdedekok desek D kL ok skiekeseskobdede ik sk etk sekokenke Lk,
W0_2016188332_13 GAGCTGACCCTGACCGTGCTGGACATCGTGAGCCTGTTCCCCAACTACGACAGCCGCACT 14141
WO_2020243806_1 GAGTTGACCCTCACCGTGCTGGACATTGTGTCCCTCTTCCCGAACTACGACTCCAGGACT 2916
Wk HARAHAI WRHHHHRRHHRRHI HHW ] Wk HRRRH HRRIIOHRRR ] H K Fokk
W0_2016188332_13 TACCCCATCCGCACCGTGAGCCAGCTGACCCGCGAGATTTACACCAACCCCGTGCTGGAG 14201
W0_2020243806_1 TACCCGATCCGCACCGTGTCCCAACTCACCAGGGAGATCTACACCAACCCAGTGCTGGAG 2976
Bk i = T
W0_2016188332_13 AACTTCGACGGCAGCTTCCGCGGCAGCGCCCAGGGCATCGAGGGCAGCATCCGCAGCCCT 14261
W0_2020243806_1 AACTTCGACGGTAGCTTCCGCGGTTCCGCCCAGGGTATCGAGGGCTCCATCAGGAGCCCA 36036
dkokdok Rk R wRkeRkdkkkdok § Rk ARk L dokok L Rk,
W0_2016188332_13 CACCTGATGGACATCCTGAACAGCATCACCATCTACACCGACGCCCACCGCGGCGAGTAC 14321
W0_2020243806_1 CACCTGATGGACATCCTGAACAGCATCACCATCTACACCGACGCTCACAGGGGCGAGTAC 3096
B e ]
W0_2816188332_13 TTCCCCCTGTACGGCACCATGGGCAACGCTGCACCTCAGCAGCGCATAGTGGCACAGCTG 14441
W0_2020243806_1 TTCCCGCTCTACGGCACCATGGGCAACGCCGCTCCACAGCAACGCATCGTGGCTCAACTG 3216

EAAAH EXH TAkARAE AR AR AR Ak Aok Dok D RehdedeR, Aokdoked  Kededodok Dk ok

Alineamiento 7. Entre la SEQ ID NO: 13 de D2 y la SEQ ID NO: 1 de la solicitud.

Adicionalmente, el polinucleétido de SEQ ID NO: 13 de D2 tiene una identidad del 78.89%
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con la SEQ ID NO: 22 de la solicitud (alineamiento 8).

Percent Identity Matrix - created by Clustalz.l

1: Wo_2626243866_14 180.88 J5.89
21 Wo_2elel83332_13 73.89 109.98

Alineamiento 8. Entre la SEQ ID NO: 13 de D2 y la SEQ ID NO: 14 de la solicitud.

En consecuencia, la persona normalmente versada en la materia estaria motivada a
incluir un constructo para obtener plantas transgénicas de cafia que expresan una
proteina CRY1AC como lo sugiere D2 en el plasmido de D1, para asi llegar al objeto de
la reivindicacion 26. Por lo cual se considera obvia.

La reivindicacién dependiente 27 no menciona alguna caracteristica que, junto con las
caracteristicas de la reivindicacién independiente, aporte nivel inventivo al constructo de
la reivindicacion 26, por lo cual se considera que carece de nivel inventivo.

Teniendo en cuenta lo sefialado en el articulo 18 de la Decision 486 de 2000 de la
Comision de la Comunidad Andina, la reivindicacion independiente 29 (Radicado
NC2022/0018502 del 20 de diciembre de 2022) refiere a: “Un método para producir una
planta de cafia de azlcar (Saccharum spp.) modificada genéticamente, que comprende
las etapas de:.(...)". A continuacion, se presenta la tabla comparativa entre el objeto
reivindicado y los documentos encontrados en el estado de la técnica:

CARACTERISTICAS
ESENCIALES
Un método para producir una
planta de cafa de azlcar
(Saccharum spp.) modificada
genéticamente, que comprende
las etapas de:

D1 D4

Un método para producir una
planta de cafa de azlcar
resistente a &fidos caracterizada
porque comprende un
polinucleétido que codifica para
una proteina CrylA dentro del
genoma de la planta (Reiv. 20).
La SEQ ID NO: 8 de D5 tiene un
87.39% de identidad con la SEQ
ID NO: 20 de la solicitud
(alineamiento 9).

Un método para obtener una
planta transgénica de cafa de
azlcar que expresa una
proteina CRY1AC que
comprende (Todo el
documento).

a) introducir una construccion
genética que comprende la SEC
ID nro.: 20,y la SEC ID nro.: 21,

dentro de una cepa de
Agrobacterium;

Realizar una construccion
genética que comprende la
secuencia del gen crylAC bajo
un promotor 35S y un
terminador nos (Pag. 2, seccion
- Vector construction).

Introducir una construccion
genética que comprende el gen
crylAC de SEQ ID NO: 8 en
una cepa de Agrobacterium
(secciones, - 2. Construction of
a recombinant expression vector
containing the CrylA geney 3.
Recombinant expression vector
transforming Agrobacterium).

b) obtencion de callos
embriogénicos a partir de rollos
de hojas inmaduras o tallos
superiores de cafa de azUcar
(Saccharum spp.);

Los callos embrionarios del
cultivar de cafia de azlcar FN15
se derivan de segmentos
transversales de la region del
enrollamiento de la hoja joven
con el meristemo apical y son
cortados en 1 a 2 mm en discos
gruesos y cultivados en medio
MS que contiene 3,0 mg/l de
acido diclorofenoxiacético

Obtener callos embrionarios
desde la parte superior del tallo
de la planta tomando un
segmento de hoja con
meristemo de 5 a 7 cm de largo,
cultivar en un medio de
induccion durante 20 dias en
obscuridad (seccion - 3.
Obtaining genetically modified
sugarcane plants),
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(2,4-D) en la oscuridad durante
2 a 4 semanas (P4ag. 3, seccién

- Transformation and screening).

¢) co-cultivo de callos
embriogénicos con un cultivo de
Agrobacterium;

La transformacion de los callos
se realiz6 por bombardeo de tal
forma que el plasmido
construido (pGerylAc0229) se
recubre en particulas de
tungsteno antes del bombardeo
y aproximadamente 1,0 ug de
ADN se usa para cada
bombardeo. (Pag. 3, seccion -
Transformation and screening).

co-cultivar los callos
embriogénicos con una solucién
de infeccion que comprende
Agrobacterium con el plasmido
de interés (seccion - 3.
Obtaining genetically modified
sugarcane plants),

d) seleccionar células
transformadas que contienen el
fragmento funcional en medio de
cultivo que contiene glufosinato

de amonio; y

Después del procedimiento, los
callos se extienden sobre la
superficie del medio y se
cultivan durante 1 dia a 28°C en
oscuridad, posteriormente os
callos son transferidos al medio
de induccion de MS. que
contiene 2,4-D y fosfinotricina
(PPT) y se cultiva en oscuridad.
por 2 semana (Pag. 3, seccién -
Transformation and screening).

los callos que son pasados por
la solucién de infeccion se
transfieren a medio de cultivo
gue comprende acetosiringona y
se dejan 3 dias, después se
transfiere a un medio de
diferenciacion que comprende
cefalosporina e higromicina y se
transfieren a medio de
enraizamiento con un agente de
deteccion de higromicina
(seccion - 3. Obtaining
genetically modified sugarcane
plants),

e) regenerar plantas de cafa de
azucar transformadas,
caracterizadas porque las plantas
de cafia de azlcar modificadas
genéticamente comprenden la
SEC ID nro. 20, y la SEC ID nro.:
21.

Para la regeneracion, los callos
se transfirieren a un medio de
regeneracion MS. que contiene
1 6-benciladenina (6-BA), 1,0
mg/L de cinetina (KT) y 0,75
mg/L de PPT, y se cultivan
durante varios ciclos alternando
condiciones de luz y oscuridad
durante 2 semanas a 28°C
hasta que las plantulas de cafia
de azlcar se regeneran. Luego,
las plantulas se transfirieren a
un medio de enraizamiento
¥%MS que contiene 3,0 mg/l de
acido 1-naftlcético (NAA) hasta
gue se desarrollan las raices.
Los transformantes putativos
viables son transferidos al suelo
en invernadero y cuando crecen
de 5 a 8 cm de altura, se rocian
con una solucién de Basta
(ingrediente activo
fosfinotricina/glufosinato de
amonio) al 3 %o (V/V) para el
cribado preliminar (Pag. 3,
seccién - Transformation and
screening).

Las plantas modificadas fueron
confirmadas por PCR tiempo
real con sondas Taq man
encontrando que comprenden el
constructo insertado (seccion -
The specific methods for
detecting the copy humber of
the Cry1lA gene and the Vip3A
gene are as follows).

D1 es considerado como el estado de la técnica mas cercano a la invencion definida en
la reivindicacion 29, ya que divulga un método para obtener una planta transgénica de
cafla de azucar que expresa una proteina CRY1AC cual comprende realizar una
construccion genética que comprende la secuencia del gen crylAC bajo un promotor 35S
y un terminador nos. Ademas, de seleccionar callos embrionarios del cultivar de cafia de
azucar FN15 que se derivaran de segmentos transversales de la region del enrollamiento
de la hoja joven con el meristemo apical y son cortados en 1 a 2 mm en discos gruesos
y cultivados en medio MS que contiene 3,0 mg/l de acido diclorofenoxiacético (2,4-D) en
la oscuridad durante 2 a 4 semanas (Pag. 3, seccion - Transformation and screening). La
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transformacion de los callos se realiza por bombardeo de tal forma que el plasmido
construido (pGcery1Ac0229) se recubre con particulas de tungsteno antes del bombardeo
y aproximadamente 1,0 ug de ADN se utiliza para cada bombardeo. (Pag. 3, seccion -
Transformation and screening). Posteriormente, los callos se extendieron sobre la
superficie del medio y se cultivd durante 1 dia a 28°C en oscuridad, posteriormente os
callos son transferidos al medio de induccién de MS. que contiene 2,4-D y fosfinotricina
(PPT) y se cultiva en oscuridad. por 2 semana (P&ag. 3, seccién - Transformation and
screening). Para la regeneracion, los callos se transfieren a un medio de regeneracién
MS. que contiene 1 6-benciladenina (6-BA), 1,0 mg/L de cinetina (KT) y 0,75 mg/L de
PPT, y se cultivaron durante varios ciclos alternando condiciones de luz y oscuridad
durante 2 semanas a 28°C hasta que las plantulas de cafia de azucar se regeneraron.
Luego, las plantulas se transfirieren a un medio de enraizamiento ¥2MS que contiene 3,0
mg/l de &cido 1-naftlcético (NAA) hasta que se desarrollaron las raices. Los
transformantes putativos viables son transferidos al suelo en invernadero y cuando
crecen de 5 a 8 cm de altura, se rocian con una solucién de Basta (ingrediente activo
fosfinotricina/glufosinato de amonio) al 3 %0 (V/V) para el cribado preliminar (Pag. 3,
seccion - Transformation and screening). Para cribar se utiliza PCR punto final y PCR
tiempo real para detectar un transgén en una planta de cafia de azUcar transgénica que
expresa una proteina CRY1AC, donde los cebadores van dirigidos a la regién del gen
crylAC (Bt) con un cebador directo de secuencia GAAGGTTTGAGCAATCTCTAC y un
cebador de secuencia reversa CGATCAGCCTAGTAAGGTCGT o0 a un gen bar que se
incluye en el constructo con un cebador directo de secuencia ACAAGCACGGTCAACTTC
0 un cebador reverso de secuencia ACTCGGCCGTCCAGTCGTA (tabla 1). Donde el
cebador directo Bt tiene un 80.97"% y un 57.14% de identidad con las SEQ ID NOs: 22y
29 de la solicitud respectivamente, en tanto que el cebador reverso Bt tiene 44.86%y un
85.71% de identidad con las SEQ ID NOs: 22 y 29 de la solicitud respectivamente
(alineamiento 5). Adicionalmente, el cebador directo bar tiene un 100% y un 60% de
identidad con las SEQ ID NOs: 22 y 29 de la solicitud respectivamente, mientras el
cebador reverso bar tiene un 53.33% y un 100% de identidad con las SEQ ID NOs: 22 y
29 de la solicitud respectivamente (alineamiento 5). Donde las plantas transgénicas
obtenidas con numeros de copias medianos eran similares a la linea parental no
transgénica y tenian relativamente iguales o menores rendimiento de sacarosa y una
resistencia significativamente mejorada al barrenador de la cafia de azUlcar, lo que redujo
la susceptibilidad al dafio ocasionado por los insectos (Abstract).

La diferencia entre la invencion definida entre la reivindicacion 29 y el método divulgado
en D1, consiste en la SEQ ID NO: 20 o 21, la transformacion mediada por Agrobacterium
y en que el medio de cultivo comprenda contenga glufosinato de amonio.

No hay evidencia de que de que introducir la SEQ ID NO: 20 o 21, una transformacion
mediada por Agrobacterium y seleccionar con glufosinato de amonio proporcione un
método con algun efecto técnico diferente al que ya proporcionaba el objeto de D1, puesto
gue un método para generacion de una planta transgénica de cafia de azlcar que
expresa una proteina crylac con el cual se obtienen 14 lineas transgénicas de cafia de
azucar en las cuales se obtuvieron variables agronémicas y de produccion de azUcar
similar al control no transgénico, sin embargo, las plantas transgénicas mostraron tener
resistencia al barrenador teniendo menos dafios en tallos y hojas, en tanto que los
barrenadores mostraron ser mas susceptibles y tener una mayor supervivencia en dichas
lineas con la proteina CRY en comparacion con los controles no transgénicos ya esta
previsto en dicho documento (Pags. 2 y 3, secciones - Vector construction y
Transformation and screening, Figs. 5y 7, Pags. 9y 10, seccion - Transgenic sugarcane
lines are resistant to sugarcane borer).
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Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencién se puede
formular asi: ¢ Como modificar el método conocido en D1 con el fin de proporcionar otro
método alternativo?

Sin embargo, el incluir un método para obtener plantas de cafia de azUcar transgénicas
resistentes contra un insecto plaga en el cual la transformacion es mediada por
Agrobacterium ya esté divulgado en D4 que se refiere a un método para producir una
planta de cafia de azlcar resistente a afidos caracterizada porque comprende un
polinucledtido que codifica para una proteina Cry1A dentro del genoma de la planta (Reiv.
20). El método comprende introducir una construccion genética que comprende el gen
crylAC de SEQ ID NO: 8 en una cepa de Agrobacterium. Posteriormente, obtener callos
embrionarios desde la parte superior del tallo de la planta tomando un segmento de hoja
con meristemo de 5 a 7 cm de largo y cultivar dichos callos en un medio de induccion
durante 20 dias en obscuridad (secciones, - 2. Construction of a recombinant expression
vector containing the CrylA gene y 3. Recombinant expression vector transforming
Agrobacterium y seccion - 3. Obtaining genetically modified sugarcane plants), en
seguida co-cultivar los callos embriogénicos con una solucidon de infeccibn que
comprende Agrobacterium con el plasmido de interés (seccién - 3. Obtaining genetically
modified sugarcane plants). Los callos que son pasados por la solucién de infeccion se
transfieren a medio de cultivo que comprende acetosiringona y se dejan 3 dias, después
se transfiere a un medio de diferenciacién que comprende cefalosporina e higromicina y
se transfieren a medio de enraizamiento con un agente de deteccion de higromicina
(seccion - 3. Obtaining genetically modified sugarcane plants), Las presuntas plantas
transgénicas son confirmadas por PCR tiempo real con sondas Taq man encontrando
gue comprenden el constructo insertado (seccién - The specific methods for detecting the
copy number of the Cry1A gene and the Vip3A gene are as follows). La SEQ ID NO: 8 de
D4 tiene un 87.39% de identidad con la SEQ ID NO: 20 de la solicitud (alineamiento 9).

Percent Identity Matrix - created by ClustalZ.l

1: WO_28282438@6_28 188.88 87.39
2: W0_2816181683_8 67.3%9 1e9.98

Alineamiento 9. Entre la SEQ ID NO: 8 de D4 y la SEQ ID NO: 10 de la solicitud.

En consecuencia, la persona normalmente versada en la materia estaria motivada a
incluir un constructo para obtener plantas transgénicas de cafia que expresan una
proteina CRY1AC como lo sugiere D4 en el método de D1, para asi llegar al objeto de la
reivindicacion 26. Por lo cual se considera obvia.

La reivindicacion dependiente 31 no menciona alguna caracteristica que, junto con las
caracteristicas de la reivindicacion independiente, aporte nivel inventivo al método de la
reivindicacion 29, por lo cual se considera que carece de nivel inventivo.

10. Conclusion

Los requisitos de Patentabilidad de la presente solicitud estan afectados asi:
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item Documento REMINEEET BrEs Requisito que afecta
afectadas
14 Novedad
D1 | Gao, S. etal PloSone | 9 10.11,12,13,15a o _
22,24,25a27,29y Nivel inventivo
31
D2 W02016188332A1 11, 12,26y 27 Nivel inventivo
D3 CN103805620A 13,15a22,24y 25 Nivel inventivo
D4 WO02016101683A1 29y 31 Nivel inventivo

En cumplimiento del articulo 45 de la Decision 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 comunicacion. 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 el 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 de esta Superintendencia. De igual forma,
debera tener presente que de conformidad con el literal a) del numeral 1.2.2.5.1. de la
norma ibidem, sera necesario acreditar el pago de la tasa por concepto de modificacion
a solicitudes en tramites, de conformidad con el valor establecido en la resolucion de
tasas vigentes.

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 actuacién administrativa.
W

Edna Marcela Ramirez Orozco
DIRECTORA DE NUEVAS CREACIONES
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