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COMO DILIGENCIAR EL FORMULARIO

10.

1".

Si faltara espacio en aigin recusadro de aste impreso, utllics hojas complamentarias.

Los espacios sombraadoe corresponden a los requisitos minimos que daben cumplirse para obtener facha de
prasentacion de la solicitud,

Sl alguna casliia del formulerio no fuera cublerta, se cruzerd una linea oblicua.

Solicitud de: Unicamenta se acepta una opcidn por cada solicitud. Debe marcarse en s caslia cormespondiente
sl sa treta da una soficitud de registro da Paents de Invencion o Patents de Modelo de Utilidad.

Solicktante: Es a persana natural o juridica que esti solicitando el registro. Debe indicarse: nombre, direccion,
{aidfono, fax o E-mai.

IdentHficacion: Corrasponde a la indicacién del documnento de identidad del solicitants, discriminando en Ia
casila corraspondients, al sa traia de C.C. (cddula de civrdadania), NIT {Ndmero de Identificacion Tributaria),
C.E_ (Cédula de Exiranjeria); u Otro {(en caso de que la kdantificacion del solicitants corresponda a un documento
diferenta a los enteriormente mancionados.)

Domicillo. Indicar e! pais 0 astado, departamento y ciudad.

Repressntants o apoderado: En esin espacio dabe indicer el nombra del representania lagal cuando sa trate
de una persona juridica sl no se est actuando a través de apoderado y deberd acreditarse tal calided.

Si se actila a fravéa de apoderado, dabe Indicarsa &l nombre dal abogado que adelantara la achiacién admints-
trativay anexar poder. Sl la soficitixd ia adalanta uns persona natural sin apoderado, no debe diigenciarse esta
caslla .

Inventor: Nombre y Apellido. (Debe ser una persona natural).

Thulo de la Invencién: Es el nombre de la invencidn. Dabe definir an forma breve y precisa o objetivo de la
Invencidn de tal manera que parmiia ublcar &l lector en el campo tecnolégico a que pertenece la invencion. E1
Ukuio debe estar acorde con la descripcidn y relvindicaciones, no debe referirse a marcas ni nombres comercia-
les.

Claaificacién internacional: Este eapacio se deja en bianco para ser llenado por la entidad.

Prioridad: Si el solicitania ha presantado Iniciaiments una solicitud en oiro pals para este mismo objeto, puede
reciamar o relvindicar prioridad de sela soliciiud, sismpre y cuando la presentacidn se haga dentro del aflo
siguienta a la primera presantacion.

Indicar el iampo en ¢l que 88 desea qua s6 publique la solicitud.

Comprobants de pago: Referencier el nimero y fecha del recho de pago de la tasa establecida. Este
comprobante debera anexarsa.

Anexos: Daben marcarse con una X |as casilsa cormespondienies a los documanios que acompafiardn [a
sofcitud. Para el difgenciarnientn ver revés de 1a siguients hola.

Firma: Sl se actiia a ravés de abogado la fima deberd ser la del apoderado; si actiia directamente una persona
juridica la firma deberh ser la de su representanis legal y sl achia directamente una persona natural ésta deberd
firmarla solicitud.

IMPORTANTE:

Si no e especialista en la materia, lo recomnendamos:

Consultar Is normetividad relacionada con este frimits en Wi sic. gox.co o on la Biblioteca de la SIC, carrera 13 No. 27-
00 plso § de lunes a vismes de 8:30 a.m. a 5:00 p.m, jomada continua.

Leer detenidaments los follatos y los instructivos para el diligenciamiento de los formularios.

Una vez radicada la soficitud, informarse permaneniamanie sobre ol estado de su trimite y, si es del caso, contestar dentro
del término los requerimientos nofificados sequn laa disposiciones legaies vigentes.




®

X3 Comprobants de pago de la asa de presentacion de La soficitud.

[ comprobante de pago de latasa por concepto de excedents de palabras en la publicacion.,
] comprobants de pago por relvindicacion da pricridad.

[X] Certificado de existencia y representacién lagal cuando el solicitants sea personaijuridica.

X1 Poderes, situere el caso,

D Copla ceriificada de la primera solicitud, si se relvindica prioridad.
D Traduccién simple de la primera solicitud, 8 sa relvindica prioridad.
[X] Documento de cesién del inventor &l solciiants 0 a su causants.

[X] Descripcion de lainvencion.
[] unao ms reivindicaciones.

[X] Dibujosylo plancs necesarios

(] De serel caso, copladel conirato da acceso.

De ser el caso, documnento que acrediie la Rcencia o autorizaciin de uso da conocimientos tradicionales de las comuni-

dades indigenas.

] De ser i caso, cerfficado de depdaito dsi maiarial biokigico
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COMO PRESENTAR LOS ANEXOS

10.

1.

Dibujos, plancs y figures. Los dibujos, planos, figuras y representaciones graficas tienan como finalidad contribuir
auna mejor compresidn y divuigacion de la invencidn, por lo tanto deberdn tener ciertas caracteristicas:

a) Deban tener una relacidn directa con la descripcion.

b) Deben permitir visuallzar |as formas de ejecucidn descrites,

c) iarelaciin entre la dascripcién y ios dibujos se debe hacer por medio da signos de referencla que se

ancueniren en ambos elemantos y guarden una 0mespandencia.

d} Si deniro de la descripcién hen sido mencionadas aigunas figuras necesariamente daben ser incluidas.

) No deben incluirsa figuras o dibujos que no 38 ancusntran descritos.

h No deben ser realtzados a mano alzada.

)] No deben aparecer simbolos o nimeros no mencionados en la dascripeidn.

h) Nodeben incluir textos o letrerpa.
Los diagramas esquemnddicos y de flujo asl como fas Kirmulas quimicas o mateméticas que no saan macanografiadas o
impresas dentro del texto da la deacripcién, se consideran dibujos.

Lag gréficas, figuras y dibujos da que trata la Declsitn 488, deberin ser elaboradas siguiendo las reglas del dibujo
téenicn con tinta negra indeleble, numeradas Individual y consecutivemente, y presentadas axchisivaments en
papel tsmafto oficio por una sola cara, sin la inclusidn de marces en su contomo,

Unidad de Invencién. Cuando un grupo de invencionas es reivindicado an una misma solicitud, el requisiio de
unidad da invencifn de conformidad con e articulo 25 de la Declsidn 486, ae cumplira sdlo si exists entre eslas
invenciones una relacion técnica espacial que contribuye a entazar como un todo ef objeto de la invencitn, con
caracierisicas que sélo puaden sar obienidas an su conjunto. ’

Descripcidn. Para que la deacripcidn divuigue lainvencién de mandra clara y completa para su comprensidn deben
ufiizarsa tirminos técnicos reconocidos en el émbito ticnico cormespandiente, sl son ¥rminos técnicos poca conocidos
86 deben definir cormeciamenta.

En la descripcién no seri adecuado el uso de nombras propios o mercas registradas o similares para designar
producios. ’

Solickudes blotecnolégicas. En relaciin con las soliciiudes da patantes en areas biotacnoldgicas qus se reflaren
asacuancias de nuclediidos o aminodcidos, a soliciiud debe conlaner una lista de éstas, la cual debe presentarse de
manera separda & la descripcidn y lever el titulo "LISTADO DE SECUENCIAS®, A cada sacuencia diviigada safe
asignaré um nimero de identificacién deacrito como “SEQ ID NO.*(Esténdares de prasentaciin da listados de secuen
ciaa de aminoécidos. Circular PCT 633/PCIP12314, Noviembre 12 de 1997 OMPI). El nimero de secuencias debera
indicarse on ol ietado.

En la descripcién y en las relvindicaciones, las secuencias se Indicarin por su nimero de identificacién.

Las sacuencias comesponderan a una secuencia de nucledtidos, una secuencia de eminodcidos o una secuencia de
nucladtidos junto con su comespondients secuencia de aminodcidos segin sea 6l objeio da la Invencién.

Capitulo Ralvindicatoric. Las raivindicaciones daben ir numeradas consacutivaments en nimeros arabigos. Para
mayor daridad, |ss reivindicacionas daben conster de dos partes: Un predmbuio y una parte carecteristica. El
predmbuto define el abjelo da lainvencidn y sus caracteristicas ¥cnicas, indicando aquallo que forma parte del estado
de la técnica. La segunda parie, se refiers a \as caraciaristicas thenicas del producio o procedimiento que se dasea
protager y dabe ir pracedida de la expresitn “caracterizada por” u ofra aimilsr.

Una reivindicacion independiente debe contener todas ias caracteristicas esencigles de a invencion. Toda reivindica
¢ion independiente puede ir seguida de una o méas reivindicacionaes dependienies que hagan referencia a los modos
concreins de realizacidn de la invencitn,

Una reivindicacidn dependienta contiene todos los slementna de ia relvindicaciin de laque dapsnde y debe hacer
referencia a dicha reivindicaciin y precisar a continuacion las carecieristicas ticnicas adicionales que 38 quieren

protager.

Aun cuando las relvindicaciones deben ser congruentes con la descripcion, no es adecuado hacer referencias ala
descripcién y a log dibujos, al los hubiere, a menos que sea absolutaments necesario. No obstante, con el fin da dar
claridad & las reivindicaciones ias referenclas de los dibujos deberdn ir enfre panéniesis.

Con ¢l fin de dafini la materia que 3e desea prologer madiante la patents, las reivindicaciones daben ser claras y
concisas, no deben definirlainvencién mediants los resuttados que so quleren obtaner, y no deberdn contener
expresiones sjanas al propdsilo de fiar las fimitaciones del privilegio que se dessa obtener, ni opiniones personales de
Hpo comparativo tales como “méas veniajcso que” 0 ‘més acondmico que”.

Cuando la invencidn saa un producto quimico debe definirse por au farmula quimica.

Flgura Caracteristica: Para efecto de ia publicacitn, los dibujos que saan necesarios deberdn presentarse en dos
ejemplares de tamafio de 12x12 em., cumgdiendo con las condiciones para ser reproducidos por medio de scanner o
sor digitalizados para su comespondiente pubicacién,
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SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION

“Proceso para Ia Propagacién Clonal /n vifro de Plantas de Guandbano (Annona
muricata L.), empleando la Microinjertacién Ciclica”
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Titulo: Proceso para Ia propagacién clonal in wiro de plantas de
guanikbano (4nnona muricata 1..), empleando la microinjertacién
ciclica

Resumen

Las técnicas convencionales de multiplicacién #» vitro, en las cuales los propdgulos son
cultivados en contacto directo con el medio de cultivo, sobre é1 0 sumergidos en &1, no han sido
eficientes en la propagacién del guandbano. El proceso revelado en I presente invencitn, que
denominamos micreinjertacién clelica in vitro, es diferents de los anteriores en los siguiontes
aspectos: ¢l tejido para micropropagar, que consiste en un microexplante proveniente de un érbol
adulto seleccionado o un clon de éste, y que contiene uns yema preexistente, no entra en contacto
directo con el medio de cultivo sinc que se alimenta de é1 a través de un portainjerto sobre el cual
ha sido microinjertado. El portainjerto puede provenir de una semilla germinada in vitro de ln
misma especie del microexplante o de otra especie de anondces. El microinjerto se cultive en
condiciones relativamente simples y apropiadas pars ¢l desamrollo de 1a yema preexistente en el
microexplante.

Se generan asi, en promedio, 3.7 nuevas yemas por microinjerto cads & semanas, do las cuales
pueden obtenerse también otros micromjertos. El uso de técnicas mejoradas de microinjertacién
permite que prendan, en promedio, 75% de los microinjertos. La operacion puede repetirse
cuantas veces sca necesario hasta obtener el mimero deseado de microinjertos, los cuales, después
de un fase de endurccimiento y aclimatizacién ~primero /» vitro y luego en un invernadero-,
producen drboles que se desarrollan normalmente una vez sembrados en el campo.

Este proceso es dtil para la produccién masiva in vitro de clones libres de enfermedades a partir
de arboles adultos seleccionados de guandbano.



Reivindicaciones

Relvindicecion No. 1

Un proceso de multiplicacién clonal in vitro de plantas selecciongdas de guandbano que consta

de Jos pasos siguientes:

a) Establecer por o menos un microinjerto in vitro, que crezoa en condiciones de asepcis, a
partir de (i) un microexplante provenients de un érbol adulto seleccionado o un clon de éste
que contenga yemas preexistentes, y (ii) una pléntula obtenida de una semilla germinada in
vitro,

b) Cultivar el microinjerto obtenido en (2) en condiciones apropiadas para que se desarrolle la
yema preexistente en el microexplante;

¢) Utilizar las yemas formadas por el microexplante pars ia produccién de nuevos microinjestos
sobre hipocotilos de pléntulas obtenidas de semillas germinadas in vitro;

d) Repetir los pasos (b) y (c) cuantas veces ses necesario hasta obtener ¢l niimero deseado de
microinjertos.

Relvindicacién No., 2

El proceso de In reivindicacién 1, en el cual la microinjertacion en los pasos (a) o (c), se realiza

de la siguiente manera:

a) En condiciones de asepcia, se prepars un microexplante que contenga una yems axilar o
terminal, haciendo dos cortes oblicuos y convergentes (en forme de “V™ o piia) en ¢l fallo en
que Ia yemna se encuentra adherida, a ia altura de in yema o inmediatamente debajo de ella;

b) Cuando se truta de una yema axilar, se hace un corte transversal adicional en el tallo, 1 6 2
mm por encima de 1a yema;

¢) Se prepara un portainjerto haciendo un corte transversal ¢én el hipocotilo de una pléntula
obtenida do una sesnilla germinada in vitro de Ia misma especie que el microexplante o de
oira especie de enondcea, aproximadaments-4-cm por encima de 1a corona (punto de uni6n de
1a rafz con el tallo) pare climinar el resto del hipocotilo, el nudo cotiledonar y el epicotilo;

d) Se hace luego un segunde corte, osta vez longitudinal, de aproximadamente 3 mm dc largo,
que atraviese diametralmente el extremo superior de! hipocotilo;

¢) Seintroduce el microexplante en forma de pia en la ranura hecha en ¢l portainjerto, de tal
manera que los tejidos internos del microexplante y del portainjerto queden en contacto;

f) Seintroduce el extremo superior del portainjerto (con el microexplante ya insertado) en un
utensilio cénico lmeco y se presiong contra Jas paredes de éste de menera que los tejidos del
microexplante y del portainjerto queden en contacto estrecho;

£) Se cultiva ¢l microinjerto in vitro durante varios dias en condiciones apropiadas hasta lograr
I8 wnidn de los tejidos del microexplante y del portainjerto.

Reivindicacidn No. 3

E! proceso de 1a Reivindicacién 2, en el cual 1as yemas usadas en Ia microinjertacién han sido
sometidas previamente a multiplicacién in vitro.

Relvindicacidn No. 4

El proceso de 1a Reivindicacién 2, en el cual las yemas usadas son aisladas del érbol seleccionedo
y microinjertadas directamente, después de haber sido desinfectadas superficialmente.



Relvindicacién No. 5

El proceso de 1a Reivindicacién 1, en el cual el microinjerto usado como fuente inicial de yemas,
ha sido previamente certificado por medio de técnicas microbiolégicas, bioquimicas o
mojeculares como libre de las enfermedades conocidas del guandbano.

Relvindicacidn No. 6

El proceso de 1a Reivindicacién 5, que se emplea para ¢l establecimiento de colecciones de
clones seleccionados de guandbano in vifro, libres de Ias enfermedades conocidas de ese cultivo,

Retvindicacidn No. 7

El proceso de la Reivindicacién 5, que se emplea para la multiplicacién ir vitro de plantas de
guandbeno libres de las enfermedades conocidas de ese cultivo.



Campoa técnico de la invencidn

La presente invenci6n esth relacionada con el uso de los procesos y técnicas del cultivo de tejidos
vegetales in vitro para 1a multiplicacion clonal masiva do plantas.

El cultivo in vitro consiste en ol mantenimiento de tejidos aislados de plantas en soluciones
nutritivas y en condiciones de total asepcia. Usando reguladores de crecimiento, principalmente
del tipo de las citoquininas, como componentes de 1a solucién nutritiva (medio de cultivo), es
posible cultivar yemas de una planta adulta (de las cuales hay una en cada sitio de insercién de
ung hoja), inducir su brotacién y multiplicarias in vifro de manera ilimitada. Las yomas
propagadas después de un proceso de elongacién y enraizamiento pueden dar origen a un clon, es
decir, 8 una planta genéticamente idéntica a aquella de 1a cual se extrajo la yems inicial. Las
técnicas y medios de cultivo aqui revelados son Gtiles para ia produccién masiva in vitro de
clones libres de enfermedades a partir de drboles aduitos seleccionados de guanibano.

Antecedentes de la Invencidn

Guandbana y ofres anondceas: origen e Importancia comercial

El guandbano (Amtona muricata L..) es un érbol frutal perteneciente a la familia de 1as anondceas
(Amnonaceae) conocido también por los siguientes nombres: utuche'o"znpotengno (en
cspafiol); “graviola” o "coraglio-de-reinha" (en portugnés); "soursop” {en inglés); "corossol”,
"cachiman epineux” o "corossel” (en francés), "zuurzak” (en holundés). Se cultiva en muchas
regiones de la zona intertropical, desde el sur de Florida (EE.UU.) hasta el sur de Brasil. Fue una
de las primeras especies lievadas de América a otras regiones tropicales del mundo y por ello esté
bastante dispersa [1, 2, 3].

El fruto del gusniibano, que pucde pesar de 2 & 7 kg, contiene uma pulpa de color blanco
que 3 utilizada en la preparacién de jugos, postres, yogures y helados [1, 2]. Er Colombia y en
otros paises hay una creciente demanda por la fruta fresca y procesads, que no se suple con la
produccidn local [1, 2, 5, 6]. En los mercados imernacionales, la guandbena es poco
comercializada pero podria ser, por su calidad y sabor, un producto de amplia aceptacidn en
forma de jugo o pulpa. E! fruto fresco se prestaria mejor para la exportacién si se sigue la
tendencia de ofrecer frutos de tamafio pequefio, tal como ha ocurrido con otras frutas tropicales
como la pifia y la papaya.

A la familia de las anondceas pertenecen ofras especies que producen frutos comestibles,
como la chirimoya (4. cherimolia Mill.), ¢l anén (4. squamosa L.), ia guanibena del Chocé o
cimsrrona (A. monfana Macfad), el anén amazénico o biribd (Rollinia spp.), 1a cabeza de negro o
anén morado (A cinerea Dunal), el anéua pelén, mamdn o corazdn de buey (A. reticulata L), el
annén liso (A glabra 1.), ¢l manirote o tutangua (4. pwrpurea Mac & Sessé ex Dunal), todas
ellas de origen americano [2, 3, 10]. A pesar de la calidad y ¢l sabor de sus frutos, estas especies
tienen importancia econdmica solamente a nivel local o regional, a excepeién de la chirimoya,
que se exporta a los mercados internacionales [1, 3, 6, 10].

Ademis de su importancia como producto alimenticio, le guanébana es rica en compuestos
bioquimicos de potente actividad biolégica, conocidos como acetogenines, las cuales, desde su
descubrimiento en 1982, se han convertido en uno de los grupos de sustancias naturales
bioactivas de mayor crecimiento. Se cree que son los mas potentes inhibidores del complejo I
(NADH:ubiquinona oxidoreductesa) del sistema de transporte de elecirones de las mitocondrias,
y de Ia enzima NADH oxidesa de Ia membrana plasméfica, que es caracteristica de las células
cancerigenas. Algunas acetogeninas tiencn la capacidad de inducir apoptosis (muerte celular
programada) de Ias células cancerigenas, probablemente a consecuencis de la supresién de la
disponibilided de ATP. Las acetogeninas de 1a guandbana y de otras anoniceas tienen también
un gran potencial como biopesticidas. Extractos crudos de scetogeninas de la semilla de Ia
guanibana podrian emplearse como pesticidas econémicos, efectivos y no contaminantes del
medio amnbiente [7].



5 B

Importancia y riesgos de la propegacidn vegetativa

El largo perfodo de tiempo que requeririn ¢l trabajo de hacer cruzamientos y retrocruzamientos, y
de evaluar propenies de hibridos ha llevado a los mejoradores a basar 1a obtencién de variedades
en ta evaluacién de 1a variabilidad existente y en 1a seleccién de drboles que tengan las
caracteristicas deseadas [2, 8). Aunque Ja flor del guandbano es hermafrodita, el desarrollo
asincrénico de los Grganos masculino y femenino de ésta favorece la polinizacién cruzada por
medio de insectos [1, 2]. Debido & ésto drboles de guandbana en su estado natural son en realidad
hibridos complejos. Por esta razén, la reproduccién del guendbano por semille ocasiona la
pérdida de las camacteristicas deseadas de los drboles acleccionados. Una vez que se identifica un
material superior, éste se multiplica por vie vegetativa para evitar que las caracteristicas deseadas
Segreguen y se pierdan en la progenie [34].

La costumbre, atin muy difundida, de loa agricultores colombianos de establecer un
cultivo de guanibano con material de siembra propagado por semilla puede considararse la
principal causa del promedio bajo (5 t/ha.afio) de produccidn de esta especie frutal. Es posible
lograr una producciém de 30 t/ha.afto, por lo menos, si se establecen los cultivos con clones
obtenidos de material seleccionado [1]. Asimismo, la multiplicacién de plantas de guanibano por
semilla ha impedido el desarrollo de variedades caracterizadas.

La falta de material de siembra de buena calidad genética y fitosanitaria es uno de los
principales problemas del establecimiento de cultivos tecnificados de guandbano en el tropico.
Por ejemplo, en Colombia, donde existe una gran varisbilidad nativa de guandbana [1, 10], sélo
se comercielizan una o dos variedades injertas caracterizadas [8].

La técnica més utilizada para Ia propagecién vegetativa de esta anondces es el injertn:
varios tipos de injertos han tenido un éxito relativo en el guandbano [1], Si bien el maierial
vegetal producido por injertacién es el apropiado pars ¢l establecimiento de cultivos, [1, 34], 1a
distribucién de material de siembre, nacional o importado, que se multiplica de esta manera tiene
el riesgo de difundir plagas y enfermedades [4, 11, 12]. Las barreras que impone la cuarentena
al movimiento de material vegetal vivo en las fronteras son importantes para impedir 1a difusién
de organismos patégenos, pero dificultan el intercambio internacional de variedades
seleccionadas y, por ende, el establecimiento de cultivos comerciales tecnificados.

Propagacidon in vitro pars la produccién de material de slembra y el intercambio
Internacional de germoplasma sano

Seria muy (til disponer de técnicas de multiplicacién in vitro o de micropropagacién para el
guandbano, porque elias impulsarian 1a investigacién, el mejoramiento, el intercambio
internacional de variedades, y la produccién de material de siembra de calidad fitosanitaria y
genética; fomentarian ademds ol establocimiento de cultivos tecnificados. Las siguientes razones
explican més el efecto de las técnicas dichas:

o Permitirian acelerar el desarrollo de nuevas variedades facilitando la propagacién vegetetiva
de drboles seleccionados y su evaluacién agrondmica en diferentes localidades.

o Permitirian rescatar genotipos o especies en vias de extincién,

o Permitirian obtener material sano, libre de enfermedades, a partir de tejidos de drboles
enfermos.

o Facilitarian el intercambijo, la importacion y la exportacién de variedades y clones.
o Permitirfan la multiplicacién ripida de clones seleccionados.

e Dado el poco volumen que ocupan los cultivos /r vitro, facilitarian ¢l transporte y el envio de
material de siembra [4, 11, 12]

El cultivo in vitro consiste en mantener tejidos aislados de una planta en soluciones nutritivas
y en condiciones de asepcia total. Con ayuda de los reguladores del crecimiento, que son
comtpuestos idénticos o andlogos a las hormonas naturales de las plantas, es posible controlar los
procesos de desarrollo de esos tejidos. Entre los reguladores més importantes en el cultivo de
tejidos se cuentan las citoquininas, las auxinas y el dcido giberélico. La técnica m4s aplicada de
propagacion in vitro consiste en inducir ol desarrollo de yemas y tallos a partir yemas ya
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existentes en un tejido organizado, como son los yemas terminales y los nudos (yemas axilares en
latencia). Pama inducir el desarmrollo y la formacidn de nuevas yemas en estos tejidos, se utilizan
més que todo reguladores del crecimiento del tipo de las citoquininas, solos o combinados con
menores concentracionts de auxinas.

Las yemas formadas pueden separarse y cultivarse nuevamente in viiro pars que vueclvan a
producir otras yemas; de esta manera se inicia un proceso de propagacién de yemas ilimitado.
Cada yema formada puede ser inducids 8 que se alargue (se “elongue”) y desarrolle un tallo, al
cullselemduoe,-medlosdeculquueeontunganregtﬂadoresdelmmeumdclhpodehs
suxinas (o sin ellos) la formacién de raices, obteniéndose asf una planta. La planta obtenida es un
clon genéticamente idéntico a ia planta de donde inicialmente se tomé el tejido [4].

Las plantas producidas in vitro ticnen Ia ventuja de que pucden certificarse como libres de
enfermedades y patdgenos y, por tal razén, como aptes para el imercambio internacional [12].
Las técnicas de propagacion vegetativa de plantas in vifro ya fueron desarrolladas pars un
considerable niimero de especies, entre las que se¢ encuentran algunos frutales leflosos, y son
explotadas comercialmente por laborstorios especializados en todo el mundo, los cuales ofrecen,
a nivel internacional, el servicio de propagecién masiva de una determinada especie vegetal [9,
13].

Varios obsticulos han impedido el desarrollo de metodologias eficientes de propagacion in
vifro del guandbano y de las anondceas, orientadas a la produccion masiva de material de
sicmbra. Los principales son:

o dificultades en la desinfeccidn de los explantes provenicutes de 4rboles aduitos;
o imposibilidad de lograr que broten in vifro las yemas aisladas de érboles adultos;
e oxidacitm de los tejidos in vitro;

o dificultades para lograr Is elongacidn de las yemas inducidas in vitro;

¢ pérdida de 1as hojas de 1as pldntulas cultivadas in vitre;

© enraizamiento de las yermas;

o aclimatizacién de las plintulas a condiciones ex vitro [14, 15, 16, 17].

Usando técnicas similares a las expuestas anteriorments, se han desarroliado protocolos
para la propagacién in vitro de anondceas [17, 35). Ahora bien, estos protocolos no ofrecen una
solucién préctica a los problemas de 12 multiplicacién clonal masiva in-vitro de drboles adultos
scleccionados, ya que han sido desarrollados empleando tejidos de plantss provenientes de
semilla , pero no de clones seleccionados [17, 28]. Ademés la baja eficiencia de las téenicas
desarrolladas y lo dispendiosa que resulta su aplicacién hacen que su utilizacién comercial no ses
préctica [17] (Tabla 1). Se desconoce la existencia de laboratorios en ¢l mundo que puedan
ofrecer material de siembra de enomiceas proveniente de la multiplicacién in vitro.

En las especies lefiosas en que las técnicas de cultivo in vitro de meristemnas o de dpices
caulingres gislados no han sido exitosas, ia técnica de microinjertacién ha sido de gran ayuda para
1n obtencidn de plantas complets. Esta técnica fue desasrollada por Murashige [18] y
perfeccionada por Navarro et al. {19]; consiste en la unién de pequefias yemas o dpices con
patrones o portainjertos obtenidos, por lo regular, de semillas germinadas in vitro. Las yemas
microinjertadas pueden originarse en érboles cultivados en el campo o en plantas cultivadas in
vitro, y su tamafio puede estar entre los 0.1 y los 3 mm. La aplicacién més importante de le
microinjertacién ha sido 1a obtenciém de plantas libres de virus empleando yemas de drboles
infectados, en los citricos [4, 18, 19] y cn otros frutales lefiosos [20]. Se ha aplicado también
para acelerar el crecimiento de pléntulas de kiwi provenientes de callos regenerados de
protoplastos in vitro [21], para recuperar del estado juvenil tejidos provenientes de drboles
adultos [22, 23], y pare facilitar ¢l estudio de la compstibilidad entre yemes y patrones de
variedades diferentes [20]. La técnica se ha propuesto también para minimizar el riesgo de
introducir organiamos patégenos en &l momento de importar material vegetal [11).

En |a micropropagacidn, la microinjertacion ha sido (til, aunque sélo indirectamente por
dos razones importantes: los procedimientos son generalmente muy dispendiosos y el porcentajo
de é&xito ha sido en general bajo [4]. Por esta razdn, laa plantas obtenides mediante la
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microinjertacion in vitro no se usan directemente como material de siembra sino como plantas
madre de donde se obtienen yemas para procesos tradicionales de propegacion [11].
En general, la microinjertacion en anonéceas no ha sido reportada hasta el momento [15).

La invencidn que aquf se patenta presenta un proceso de micropropagacién in vitro diferente
de los que fueron desarrollados anteriormente en anondceas, que resulta 1itil en la produccion de
material de siembra de guandbano. Este material se obtiene con una técnica de microinjertacion
modificada, que se combina con el uso ilimitado de microinjertos mantenidos in vifro como
fuente de yemas para la produccion de més microinjertos (microinjertacion ciclica).

Objetives y descripcitn detallada de la invencién

Los principales objetivos de la presente invencién son: lograr la multiplicacidn in vitro ilimitade
de yemas do guendbano aisladas de plantas adultas o de clones de éatas, y desarrollar una
metodologia eficiente para la recuperacién de plantas de esa especic a partir de las yomas
multiplicadas. Fue necesario, para lograrlos, superar varios obstéculos que habfan impedido
aplicar eficientemente ias tecnologias de multiplicacién in vitro a esta especie (Tablas 1 y 2),

Los autores desarrollaron, por tanto, una novedosa metodologia de microinjertacion
ciclica de yemas multiplicadas in vifro. Esta metodologia es una alternativa a los procesos
convencionales de micropropagacién que, en las especies de anonéceas, no han-sido eficientes.

A Lugur de reatizacidn de los experimentos

Los experimentos que condujeron a la presente invencién se lievaron a cabo en Jas instalaciones
del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), situado en el municipio de Palmira
(1000 msnm), Valle del Cauca, Colombia.

2 Material vegetal

Se utilizaron dos clones como fuente de yemas (plantas madre) para Ia estandarizacién dei
proceso, referidos en 1a presente invencién como Clones | y 11 Injertos convencionales del Clon I
[8] fueron donados gentilmente por el vivero Profrutales Ltda. (Villagorgona, Valle del Cauca,
Colombia). El Clon II fué seleccionado de un cultivo comercial de mis de 6 afios de edad
localizado en Yaguard (800 manm), en el departamento del Huila, Colombia. De este clon se
hicieron injertos convencionales sobre patrones cultivados en bolsas [1]. Las plantas madre
fueron mantenidas en un invernadero del CIAT.

K A Medios y condiclones de cultivo

Como recipientes de cultivo se useron tubos do ensayo de vidrio de 25 x 150 mm con tapa
pléstica de polipropileno. Los medios de cultivo utilizados durante todo el procedimiento se
describen en la Tabla 3 (Medios 1, IL, Il y IV). Estos medios fueron esterilizados en sutoclave
(121 °C y 15 Ib/plg®) durante 20 min y el material seco (vidrieria y utensilios) durante 1 hom. En
cada tubo de ensayo s¢ vertieron, aproximadamente, 15 ml de medio de cultivo.

En lus difarentes etapas del procedimiento se utilizaron las signientes condiciones de cultivo:

° Condidolu de fotoperiodo: 29 1 2 °C, 12 horas de fotoperfodo, 2000 lux (aprox., 27
micromol/m%/s, con limparas de luz dia Philips F¢ DIXPT 40WATT).

o Condiclones de escuridad: 29 1 2 °C, en completa oscuridad.
4 Mantenimiento de las plantas medre

Una vez s¢ tuvieron las plantas madre en el invernadero se realizb una poda severa para inducir la
formacién de nuevas yemas y se tuvo el cuidado de regarias directamenis en el suelo. Porlo
menos 15 dias antes de tomar los primeros explantes de ellas, se inicid 1a aspersién foliar de las
plantas con la Solucién de Pretratamiento (Tabla 3), con un dia de por medio; el propdsito fé
doble: facilitar 1a descontaminacidn de las microestacas que se cultivaron posteriormente en
condiciones in vifro y aumenter Is frecuencia de brotacién de yemas.
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s Corte, preparaciin y desinfeccldn de lax microestacas

Con tijeras de jardineria se cortaron varins ramas jévenes que tenfan de dos a tres nudos
(microestacas) y presentaban poca lignificacién. Luego se cortaron las hojas de cada microestaca
¥y se taponaron en éstas con esmalte de ufias las beridas cansadas, para evitar que Ia solucién de
esterilizado penetrara los tejidos y los deteriorara durante 1a desinfeccion. Una vez seco el
esmelte, las microestacas se introdujeron en un frasco de vidrio estérit con tapa, donde se realizé
su desinfeccion superficial. Este proceso y 10s que le siguen se Hlevaron a cabo aplicando
téonicas do trabsjo aséptico en cimara de flujo laminar. La desinfeccién constaba de tres pasos:

e Lavado con agitacién manual durante 1 minuto, con etanol al 70%.

o Lavado durante 12 minutos en la solucién de desinfeccién (Tabla 3); de los 12 minutos, 6 sc
realizaron al vacio (250 mm de Hg) con 12 ayuda de uns campana conectada a una bomba de
vacio,

o Lavados consecutivos (cuatro) con agua deionizada estéril.
6 Introduccidn de los microestacas a condiciones in vitro

Después de Ia desinfeccion de las microestacas, se cortaron sus extremos sellados y se sembraron
en &l Medio 1 introduciéndolas cerca de 1 om en el medio de cultivo; se conservé 1a polaridad que -
tenian las estacas en ls planta, es decir, Ia parte proximal a! tallo quedd en contacto con el medio
de cultivo. Las microestacas se cultivaron en condiciones de fotoperiodo hasta que brotaron las
yemas presentes en cada nudo, entre los 10 y 15 dias de cultivo.

7. Desarrollo de yemas y elongacidn

Las microestacas cuyes yemas brotaron se transfirieron luego al medio de elongacién de brotes
axilares (Medio 11, ver Tabla 3) y se incubaron en condiciones de fotoperiodo hasta que ¢! brote
clongado hubo desarroliado por lo menos cuatro {4y nudos. Cada nudo formado por el brote
axilar era 1a fuente de una yema que podis ser microinjeriada in vitro sobre un portainjerto
(petrdn), para obtener de esta manera un microinjerto,

3 Germinacidn de semillas y preparacidn del patrin

Paralelamente al proceso de obtencién de yemas so llevd a cabo el proceso de produccién de
patrones para la microinjertacién, Los patrones son pléntylas de 10 a 20 dias de nacidas a las
cuales se les ha eliminado ¢l epicotilo y parte del hipocotilo, haciendo un corte por debgjo del
nudo cotiledoner para dejar imicamente una parte del hipocotilo con la miz. Pama obtener las
pléntulas se hicicron germinar semillas i vitro en condiciones asépticas. Bl procedimiento
consta de los siguientes pasos:
= Primero se desinfectaron y almacenaron las semillas en condiciones estériles. La
desinfeccion de {a semilla inmediatamente después de extraeria de! fruto disminuye el riesgo
de contaminacién durente su germinacién in vifro. En una cémera de flujo, y con la mayor
asepcia posible, se extrajeron Ias semillas del fruto maduro y se introdyjeron en un frasco
estéril con agua deionizada estéril. Despuéy de dos o tres lavados con agua deionizada estéril
en agitacion, se procedi a desinfectar la semilla tal como se hizo con las microcstacas (ver
numeral 5). Se escurtié ¢l exceso de agua de la semillas desinfectadas y se almacenaron éstas
en un frasco de vidrio de boca ancha previamente esterilizado, el cual se tapd con uns
cubierta doble de papel filtro estéril Whatman # 1 que permite el secado de la semilla y evita
que entren contaminantes al frasco,

o Después de 15 dias de secado en condiciones de fotoperiodo, 1a semilla se escarificé conla
syuds de un alicate y unas pinzas; se retird Ia testa y se coloct el embridn con su tejido de
reserva en la superficie del medio de germinacitn de semillas (Medio III, ver Tabla 3). El
cultivo se realizd en Condiciones de Oscuridad y se prolongd hasta cue el hipocotilo de le
pléntula nacida alcanzara una altura de 5 cm, por lo menos.

2 El patrdn para la microinjertacién se prepand mediants un corte transversal en el hipocotilo de
1a pléntula desarrollada in vifro, por 1o menos 4 cm por encima de la corona (punto de unién
de la raiz con el tallo); asi s¢ eliminaron los cotiledones y ¢l epicotilo. Siguid a éste un corte
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longitudinal de aproximadamente 3 mm desde ¢l extremo superior del hipocotilo y
straveséndolo diametralmente: En este sitio s¢ bace la microinjertacién.

2 Proceso de microinjertacidn y tratamiento con antlfenolizantes

De los brotes elongados de las microestacas (ver numeral 7) se obtuvieron los explantes pera In

microinjertacidn. Estos consistian ¢n yemas terminales 0 en un nudo con una yema axilar. Cada

nudo del brote se prepard para Ie microinjertacién haciendo, en el tello, un corte transversal a 1

mm por encima de la yema y dos cortes oblicuos debajo de la misma, de manera que se obtuviera

una estructura en forma de cufla o pia {microexplante) de 2 a 3 mm de longitud. Las yemas

mnald:udelbmm(elipieemhmmﬂo)wmonhcimﬂosblolowo:ﬂoblimpw
jo de ellas.

El microexplante se introdujo en ¢l corte longitudinal de 3 mm, aproximadamente, hecho
en el extremo superior del hipocotilo del patrén, obtenido como se indicé en la seccién anterior
(Germinacién de...). Los cortes se hicieron en el patrén inmediatamente antes de ia
mmmmﬁnmmmquectm Para controler la oxidacidn, los cortes del

y del patrém se hicieron sobre papel filtro embebido con una solucion acuosa
estéril de PVP (polivinilpirrolidona, solucién entioxidante, ver Tabla 3).

En el proceso de 1a presente invencién, 1a unién de los tejidos del microexplante y del
petrém depende de dos factores: la calidad de los cortes hechos en los tejidos (deben hacerse con
una cuchilla 11 de bisturi bien afilada) y el contacto estrecho entre los tejidos. Para mantener
unidos los tejidos, la parte superior del microinjerto se introdujo en una punta cénica amarilla de
miotopipeh(zoomdeadewqimmlo,deEmdml‘h)huuquemm&m
ejorcieran una leve presion sobre la zona de microinjertacién. El microinjerto (con la punta
conica sobre é1) se cultivd durante una semana en el Medio ITI, en condiciones de oscuridad.

18 Cuitive posterior del microinjerto

Después de una semana, al microinjerto se le retird la punta cdnica, se introdujo en el Medio IV
(ver Tebla 3) y se cubrié con una tapa de polipropileno; ésts venia con un agujero do 8 mm de
didgmetro por el que se hizo pasar un cilindro de espumna de 18 mm de didmetro por 20 mm de
largo. Esta espuma permite ¢l intercambio de gases del tubo con el exterior y conserva, a la vez,
las condicionos de esterilidad del conjunto. Bl intercambio gaseoso es imporiante para evitar la
caida de 1as hojas de 1a pléntula que se desarrolla in vitro. El microinjerto se cultivé en
condiciones de fotoperiodo y s¢ mantuvo asf hasta que los brotes elongados desarrollaron, por lo
menos, 4 nuevos nudos y 2 6 3 hojas, 4 a 6 semanas después.

11.  Microinjertacidn ciclica: microinjertos como fuente inagotable de yermas

La utilizacién de las yemas producidas por microinjertos mantenidos in vitro para la produccién
de muevos microinjertos (microinjertacién ciclica), permitié prescindir de los pasos
correspondientes a los numerales 4 g 7, antes descritos, e iniciar un proceso de microinjertacién
masiva en ¢l cual el nimero de pléntulas producidas crecié exponencislmente., Este proceso
consta de los siguientes pasos:

o después de 6 a 8 semanas de cultivo en condiciones de fotoperiodo, las yemas nuevas
producidas por un microinjerto madre (microinjerto fuente de yemas) fueron retiradas de éste
(cosechadas), teniendo cuidado de dejar siempre una, la més cercans al patrén, pam que el
microinjerto pudiera continuar con su desarrollo y ser cosechado nuevamente semanas
desputs;

o cads uno de los nudos y yemas cosechados fueron microinjertados nuevamente como se
indica en el numerail 9.

Los microinjertos madre cosechados pudieron crecer vigorosamente y fueron utilizados como

fuente de yemas, en condiciones in vitro, por lo menos dumnte quince meses, subcultivindolos

una vez cada 4 a 8 semanas en Medio IV fresco, en tubos con tapa de espuma.

/e
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12.  Siembra de microinjertos en condiciones ex vitro

Después de 4 semanas de cultivo, aproximadamente, y con cuatro hojas ya desarrolladas, los
microinjertos pudieron ser transferidos a suelo estéril, en condiciones controladas de invernadero.
Dirante los primeros 5 dias se cultivaron en condiciones de semisombm y posteriormente con
exposicién solar direcis, a una temperatura que oscilaba extre los 18 y los 30 °C. Los
microinjertos recibieron entre 100 y 200 mi de agua por dis; cuando desarroliaron de 10 a 12
hojas coridceas de color verde y lustrosas, unos 6 meses después de iniciado su cultivo en el
mvernadero, los microinjertos se sembraron en cl campo en huecos de 40 cm de ancho x 40 cm
de largo x 60 cm de profundidad, en suelo franco mezclade con gallinaza (10 kg por hueco).

Ejemplos que ilustran el proceso de Ia invencién

Los siguientes cjemplos ilustran el proceso de 1a presents invencién y sus aplicaciones, aunque
no deben ser tomados como los Gnicos alcances de 1a invencién:

Ejemplo1. Método modificado de microinjertacidn para la recoperacién de plantas a

pertir de yemas multiplicadas in vitro
Une modificacién importante hecha a los métodos anteriormente publicados de microinjertacién
[4, 19, 20] y que es clave en Ia presente invencitn, fue la colocacién de puntas conicas (por
ejemplo, las puntas amarillas de micropipeta de 200pl de capacidad de Eppendorf™) sobre la
unién injerto-portainjerto para garantizar ¢! coniacto estrecho entre los tejidos de la yema y del
patrén. Este contacto directo, especialments en loa primeros dias después de ta microinjertacién,
es importante para lograr que se unan los dos tejidos y que continten en desarrollo coordinado
como un solo individuo. En los métodos anteriormente publicados, el contacto era garantizado
{inicamente por la presién propia del tejido del patrdn (en los injertos de pGa) o por la fuerza de
gravedad [18, 19, 20, 23].

Ademds de ejercer presitn sobre los tejidos, 1a punta conica cumple también Ia funcidn de
mantener un ambiente iimedo en el punto de microinjertacién evitando asf Iz desecacién del
microexplante. La desecacién de las yemas microinjertadas ha sido considerada una de las
principales causas de la reduccién de Is eficiencia en la microinjertacién [4, 23]. Se han diseftado
métodos complicados con puentes de agar pars evitar In desecacién de las yemas microinjertadas
en trabajos anteriores al nuestro [23], que han hecho més dispendiosa la técnica de
microinjertacién. El uso de la punta cénice, permitié incrementar el porcentaje de éxito de un 5
% sin punta hasta un 78 % con punta (ver Ejemplo 2).

Ejemplo 2. Propagacién in vitro del Clon I por medio de la microinjertacién ciclica,

pam producir material de siembra.
El;roeuodemulhplm:én in vitro, objeto de 1a presente invencion, se desarroll$ inicialmente
con ¢l Clon I [8]. Injertos tradicionales de este clon (plantas madre) de aproximadamente 3
memﬁmnllevndosaeondlunnﬂdcmvemndem se les realizd una poda severa y se tuvo el
cuidado de regarios directamente en el suelo duranie 6 semanas. Estos injertos foeron asperjados
foliarmente con Solucién de Pretratamiento (ver Tabla 3) cada dis de por medio y por lo menos
15 dias antes de extraer las microestacas con que se iniciaban los cultivos in vitro.

En nuestros experimentos el cultivo de microestacas enteras obtenides de plantas madre
en el invernadero (y no de las yemas aisladay do éstas) sumergidas parcialmente en el medio de
cultivo fue inicia!mente In Gnica maners posible de cultivar yomas iz vitro de guanébana que no
se oxidaran y de producir in vitro tallos elongados de éstas.

De las plantas macdre pretratadas se cortaban microestacas con dos o tres nudos. Las
microestacas se desinfectaban superficialmente y se cultiveban en el Medio I (ver Tabla 3) para
inducir 1a brotacién de las yemas axilares. Los explantes se sembraron empleando técnicas de
asepcia en una cimara de flujo laminar y se cultivaron en Condiciones de Fotoperiodo (ver
numeral 3). La brotacién ocurrié aproximadsmente 15 dias después de iniciado el cultivo con
una frecuencia pramedio del 69 % (microestacas que produjeron brotes axilares)..
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Las microestacas con brotes desarrollados se transfirieron al Modio II (ver Tahla 3). El
cultivo se continud hasta que os brotes se elongaron y formaron nudos nuevos. La elongaciém se
completd 20 dias después del cambio de medio de cultivo con una frecnencia del 47%. En
promedio, se desarroliaron 3.8 yemas microinjertables por nudo. Los brotes elongados fueron
cosechados y los nudos y yemas terminales presentes en ellos utilizados para la microinjertacién.
Las microestacas fueron subcultivadas en el Medio I con el objetivo de inducir de nuevo la
brotacidn de yemas, después de eliminarles por corte el tejido que estuvo en contacto con el
medio de cultivo por estar completamente oxidado. Las yemeas rebrotaron y se elongaron en las
condiciones anteriormente descritas, y se utilizaron en una nueva microinjertacidn. Sin embargo,
después del segundo subcultivo el agotamiento de las microestacas se hizo evidente: la brotacién
foe minima y los brotes que se encontraban en contacto con el medio de cultivo comenzaron &
oxidarse. Asf pues, 1as microestacas representaron una fuente limitada de yemas.

El método generalmente usado de obtencién de plantas completas & partir de yemas
propegadas /n vitro, y el Gnico que ha sido aplicado en anondceas [15], ¢s €l enmaizamiento de las
yemas en medios que contengan auxines. Sin embargo, se sabe que este proceso puede ser
dispendioso y poco efectivo [14, 17, 28). Por tal rezdn, se usé la microinjertacion de yemas,
ayudada por puntas cénicas, sobre patrones provenientes de semnillas germinadas in vifro (ver
Ejemplo 1).

Al contrario de las yemas cultivadas directamente sobre el medio de cultivo (técnica
convencionalmente usada en el cultivo de tejidos) 1as cuales se oxidan ripidamente, y en las que
dificilmente se logra inducir 1a elongacién, las yemas de guanibano microinjertadas se elongaron
y desarrollaron nipidamente produciendo pldntulas de vigoroso crecimiento que alcanzaron
sproximedamente 3 cm de tamafio un mes despuss,

Cada microinjerto producido fue examinado con detenimiento para comprobar que la
yema desarrollada se originars del microexplante y no del patrdn, ya que ocurre frecuentemente
que yemas adventicias se forman en el extremo superior del patrén.

Los microinjertos cultivados en tubos de ensayo completamente sellados, tal como se
acostumbra en el cultivo in vitro, perdioron sus hojas, y esto afectd su desarrollo. Este fenémeno
ha sido observado también en andn [16]. Las tapas con tapones de espuma antes descritas
permitieron solucionar de manera practica este problema.

En general en especies herbdceas, una vez que un nudo in vitro empieza a producir yemas por
brotacién axilar, este nudo y los nuevos que se formen pueden utilizarse indefinidamente en la
produccién de un nidmero ilimitado de nuevas yemas [24]. En ¢l guanibano, en cambio, sélo fue
posible la produccién de yemas elongadas cultivando microestacas recién introducidas del
invernadero & condiciones in vitro. La produccién de yemas por estas microestacas resultd
limitada (ver Ejemplo 1). Fue necesario, por tanto, introducir periédicamente microestacas a
condiciones in vitro para poder producir nuevos microinjertos. Esta limitacion haria que la
metodologia de multiplicacién clonal por microinjertacién fuera poco prictica para Ia
propagacién masiva. Dado el desarrollo vigoroso de los microinjertos durante el crecimiento in
vitro, se decidié usar microinjertos producidos con anterioridad, y mantenidos en condiciones
asépticas, como fuente de yemas para 1a produccién de nuevos microinjertos, lo que
denominamos microinjertacién ciclica. De este modo bastaria con producir un solo microinjerto
in vitro pam iniciar un proceso de propegacién de yemas,

Se partié de nueve microinjertos madre del Clon I mantenidos en el Medio IV en
Condiciones de Fotoperiodo, a los que se le “cosecharon”, entre tres y ocho nudos, teniendo la
precaucién de dejar en cada microinjerto madre umg yema que pudiera rebrotar. Los nudos
cosechados se microinjertaron en hipocotilos de pléntulas obtenidas in vitro de semillas det Clon
1. Se obtuvieron 36 microinjertos de 53 realizados (68 % de é&xito) los cuales, después de 45 dias
de cultivo en Condiciones de Fotoperiodo, estaban listos para ser utilizados como fuente de
yemas.

Después de ser cosechados los microinjertos madre se subcultivaron en el Medio IV
fresco y se continué con su cultivo,

En promedio, de cada microinjerto cultivado in vifro se pudieron cosechar ceda 45 dins
3.7yunu8nﬁmoinjmhlesyuumimomicroinjmmdrewdommhdom12veees.
durante 18 mescs.

//([
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Los porcentajes de “prendimiento’ de los microinjertos fueron incrementandose
gradualmente a medida que avanzaban los ciclos de microinjertacion, hasta alcanzar un 78% (ver
Tabla 5); este mismo fenémeno se observéd durante la microinjertacioén ciclica del Clon II (ver
Ejemplo 5) y su posible explicacién es la juvenilizacién de las yemas microinjertadas, causada
por la repetida microinjertacién, tal como ha sido reportado en otras especies [4, 23].

Despuiés do 45 dins en el Medio IV, los microinjertos ya habfan slcanzado un desarrollo
suficients como para ser transferidos a condiciones de invernadero.

Si se tiene en cuenta s tasa de multiplicacién de yemas microinjertables cada seis
semanas (3.7), ¢l porcentaje de prendimiento alcanzado en 1a microinjertacién (75%), las

idas por contaminacién (8.6%) y el hecho de que microinjertos utilizados como fuente de

yemas pueden ser cosechados nuevamente scis semanas despuds, se puede calcular el siguiente
indice de multiplicacién de yemas microinjertables: n x 3.7 x0.75x0.91 + n,dinde nes el
nimero de microinjertos madre disponibles al inicio de cada ciclo de propagacién. Aplicando
este indice es posible calcular en 78847 ¢l niimero de microinjertos que so pueden producir en 54
semanas partiendo de uno solo cultivado in vifro. Esta cantidad de pléntulas serviria para
establecer, aproximadamente, 386 hectireas & una densidad do 204 plantas por hectirea,

Ejemplo3. Comportamiento de los microinjertos en condiciones de invernadero y de
campo.

Hay tres aspectos de singular imporiancia en la splicacién de un método de propagacién in vitro
2 una especie frutal arbrea:

o La fidelidad al genotipo inicial, es decir, que las plantas propagadas sean genéticamente
idénticas a 1a planta madre; se debe evitar, por tanto, gue ocurran cambios genéticos durante
el proceso de propagacitn de las yemas in vitro [4, 25].

o El desarrollo de la rafz de Je pléntula, es decir, que la raiz no se debe atrofiar durante el
proceso; esta seria 1a causa de un volcamiento posterior de los érboles en el campo.

o La ausencia de caracteristicas de juvenilidad, condicién que puede retardar la floracién
durante varios afios y afectar por ello la produccion [4, 25).

El proceso de propagacién empleado en la presente invencién no incluye la induccién de
yemas adventicias sino que depende netemente de la brotacién axilar; este método es ¢l més
recomendado en la literntura para evitas que ocurmn cambios genéticos [26]. Ninguna
malformacién atribuible a cambios genéticos se ha detectado en log microinjertos producidos
haste 1 fecha.

Pueden esperarse pequefias diferencias en ¢l crecimiento entre un microinjerto y otro, las
cuales se deben a Ia influencia del patrén ya que éste no es de origen clonal y, por tanto, no es
100% homopéneo. Ni en la guandbana ni en otras especies de anondceas se han identificado
pairones que aporien caracieristicas especiales al 4rbol y que, por lo tanto, justifiquen la
propagecién clonal de éstos,

Las plintulas producidas a través de la microinjertacién ciclica, una vez desarrollaron de
tres a custro hojas i vitro (aproximadamente 6 semanas despuds de la microinjertacién) foeron
transferidas a condiciones de invernadero. De los 537 microinjertos del Clon I producidos (Tabla
5) pudieron ser establecidos en el invernadero 483 (50%). Después de 3 meses de crecimiento, el
sistema radicular de estas plantas mostré un desarrollo normal, con abundantes raices secumdarias
en su primer tercio por debajo de Ia corona, lo que es caracteristico del guandbano [1).

Se evalud en § localidades diferentes, entre los 600 y 1200 msnm., el crecimiento de los
microimjertos en condiciones de campo. De 165 microinjertos sembrados 163 continuaron su
crecimiento (porcentaje de supervivencia del 99%). Después de 13 meses en ¢l campo, 25 han
florecido por primera vez; emitiendo, en promedio, 4.6 flores por planta. Este periodo equivale al
tiempo transcurrido hasta Ia primera floracién de los injertos producidos con la técnice tradicional
[8], lo que indica que el desarrollo de las plantas obtenidas mediante microinjertacién ciclica es
normal,
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Ejemplo4. Microinjertacion directa in vitro de yemas del Clon I aisladas de &rboles
adultos cultivados en el campo, sobre patrones obtenidos de semillas germinadas in vitro

En ¢l Ejemplo 2 se demostrd que es posible lograr la brotacién de yemas en microestacas
cultivadas in vitro, provenientes de clones adultos seleccionados, pretratados y mantenidos en
condiciones de invernadero. Se demostrd ademds que es posible iniciar el proceso de
microinjertaci6n ciclica con Ias yemas producidas por microinjertos cultivados in vitro.

El experimento de este ¢jemplo se realizd pam investigar 1a posibilidad de microinjertar
directamente, sobre patrones cultivados en tubos de ensayo, yemas aisledas de drboles adultos
mantenidos en el campo; de esta manera se evitaria el uso de injertos tradicionales, mantenidos
en invernadero, como plantas madre. Estofaciliuﬂaelptmodemoolecciéndeymude
érboles seleccionados y reduciria el tiempo necesario para iniciar el proceso de propagacién por
microinjertacién ciclica. Se escogi6 un drbol adulto del Clon I (de 6 afios de edad,
aproximadamente), en una plantacién comercial de Guacari, Valle del Cauca. Se marcaron con
una cinta varias ramas jévenes de las que se cortaron las yemas terminales y las hojas, dejando
tmicamente el peciolo adherido a la rama. Diariamente, durante 7 dias, se asperjaron las ramas
marcadas con Solucién de Pretratamiento (Tabla 3). Después se cortaron las ramas pretratadas,
8¢ llevaron al laboratorio y se desinfectaron (ver numeral 5). Se preparsron las yemas siguiendo
1a metodologia explicada en el numeral 9 (con Ia Gnica diferencia que las yemas microinjertadas
fueron de mayor tamefio que 1as obtenidas in vifro) y se¢ microinjertaron sobre hipocotilos
obtenidos de semillas germinadas del Clon L

De 56 microinjertos realizados, 38 se contaminaron, 15 murieron ¢ no brotaron, y 3
fueron exitosos, los cuales se mantuvieron verdes y brotaron 15 dias después de microinjertados.
Con yemas producidas por estos microinjertos se inicié un proceso de microinjertacién ciclica
similar al presentado en el Ejemplo 2, lo que demuestrs que la metodologfa de microinjertacién
ciclica de I» presente invencion puede iniciarse directamente con yemas provenientes de drboles
adultos seleccionados en el campo.

Ejemplo S,  Adaptacidn de la téenica de microinjertacion ciclica a otros clones

seleccionados de guandbano.
Este experimento se realizd pars investigar 1a posibilidad de adaptar el proceso de
microinjertacién ciclica desarrollado con el Clon I 2 otros clones scleccionados de guanibano. El
Clon I1 proviene de uno de los drboles més productivos (120 kg por afio) de un cultivo comercial
de 12 ha establecido a partir de semillas en 1991, en ¢l departamento del Huila, Colombia. Se
produjeron 5 injertos tradicionales por el método de “parche”™ [1], los cuales se transfirieron 2 un
invernadero en el CIAT. El cuidado de las plantas, el pretratamiento, la elecciém y el corte de las
estacas, su esterilizacién y el cultivo inicial fueron similares a los del Ejemplo 2.

A partir de 6 brotes axilares de microestacas, que produjeron 14 nudos microinjertables,
se obtuvieron 7 microinjertos (50% de éxito) siguiendo !a metodologia de microinjertacién
descrita en el Ejemplo 1 y utilizando como patrén hipocotilos de pléntulas obtenidas de semillas
del Clon I. Estos 7 microinjertos se utilizaron pare iniciar el proceso de microinjertacién ciclica, 6
semanas después (Tabla 6). Camo ocurrié con el Clon I, en el Clon II se incrementd el porcentaje
de éxito de 1a microinjertacién a medida que se avanzaba con los ciclos de cultivo . En
conclusién, Ia metodologia desarrollada en el Clon I pudo ser adaptada para la propagacién in
vitro de una seleccién de guandbano diferente (ver Tabla 6).

Novedades de Ia presente invencién frente al estado del arte

Para que la micropropegacién in vitro pueda aplicarse en la produccién masiva de material de

siembra de 6ptima calidad genética de guandbano, tienen que curnplirse tres requisitos

importantes:

o La micropropagacidn debe lograrse a partir de tejido (vemas) aislado de érboles adultos o de
clones de éstos, de los cuales se conozcan sus caracteristicas agrondmicas de interés. Por
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consiguiente, las yemas deben provenir de drboles de 6 afios de edad, por lo menos, ya que
érboles de menor edad no estin en una etapa de produccién madura. [1].

e Se debe evitar Ia regeneracidn de plantas a partir de yemnas que no sean netamente axilares
con el fin de disminuir el riesgo de que ocurran mutaciones y cambios genéticos en las
plantas propagadas [26].

o El costo de aplicar la nueva metodologfa de propagacién debe ser competitivo con el de las
técnicas de injertacidn tradicionales. Estos costos estin directamente relacionados con la
eficiencia de la propagacién [27].

Solo el proceso que es objeto de 1a presente invencién y ninguna de las metodologfas de

propagacién in vitro desarrolladas antcriormente para las anondiceas [15, 17, 28, 35] liena estos

fres requisitos. En la mayoria de los protocolos publicados anteriorments ha ocurrido lo
siguiente:

o se ha utilizado como explante un tejido proveniente de plantas obtenidas de la germinacion de
semillas in vitro [28, 35] o de drboles jévenes mantenidos en un invernadero [17];

o el proceso de propagacién incluye la formacién de yemas adventicies [29];

e se recurre a la elongacién y al enraizamiento de las yemas propagadas, lo que requiere de
varios pasos en diferentes medios de cultivo y sélo se logra con una eficiencia reducida
haciendo asf la técnica costosa [17].

Los métodos convencionales de propagacién in vifro consisten en mantener los
propégulos (yemas aisladas o tallos con yemas) en contacto directo con el medio de cultivo, o
ses, sobre ¢l 0 sumergidos en él [4]. En ¢l proceso objeto de la presente invencién, en cambio, el
tejido que se desea propagar no se mantiene en contacto directo con el medio de cultivo porque se
cultiva microinjertado en un petrén o portainjerto in vitro, el cual cumple la fimcién de tejido
alimentador.

De esta manera se corrigen los problemas de oxidacién, clongacién y enraizamiento que
habian impedido la aplicacién eficiente de los procesos de multiplicacién in vifro en el
guandbano y en las anondiceas en general (ver Tabla 1 y 2). En los microinjertos, e} tejido que se
desea micropropagar, por €l hecho de no estar en contacto directo con el medio de cultivo, no se
oxida. Por alguna razén que se desconoce, el portainjerto induce 1a ripida elongacién y desarrollo
de las yemas microinjertadas sobre él, algo que dificiimente se logra con las yemas cultivadas in
vitro mediante los métodos convencionales. Finalmente, el patrén ya tiene un sistema radicular
formado y no necesita ser sometido a procesos de enraizamiento.

La microinjertacion in vitro ha sido una técnica ampliamente utilizada en especies frutales
lefiosas, sobre todo para producir plantss libres de virus a partir de yemas de drboles infectados.
En este campo, principatmente en cftricos, ha sido de gran utilided [4, 11, 20]. Ni en guandbano
ni en otras anondceas la microinjertacién in vifro habia sido reportada antes. Tampoco se ha
reportado su uso directo en Iz propagacién masiva in vifro de especics leflosas, en general; por lo
menos, s¢ desconoce la existencia de viveros especializados o de laboratorios que ofrezcan
comercialmente microinjertos producidos in vitro como material de siembre.

La microinjertacién in vitro no habia encontrado anteriormente aplicacién directa en la
propagacién comercial de especies lefiosas a causa, posiblemente, del grado de dificultad que
tiene la aplicacién de las metodologias antes disponibles y de las eficiencias relativamente bajas
logradas con éstas [4, 11, 20, 23].

Dos modificaciones que hace Ia presente invencién a las metodologias de
microinjertacién publicadas convierten a ésta en una técnica \til en la propagacién clonal masiva
de guanibano y, posiblemente, de otras especies lefiosas:
¢ ¢l uso de puntas cénicas pars forzar un contacto directo y estrecho entre los tejidos del

microexplante y los del patrén, que permitié incrementar la eficiencia de la microinjertacién;
o Iaintroduccién del concepto de microinjertacién ciclica in vitro como herramienta de
propegacién vegetativa de yemas.

El uso de microinjertos previamente producidos y mantenidos in vitro como fuente de
yemas para nuevas microinjertaciones, proceso que hemos denominado microinjertacidn ciclica,
permite prescindir delas plantas medre mantenidas en un invernadero o en el campo,y reducir de
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esta manera la pérdida de cultivos por contaminacién. Permite ademds iniciar todo un proceso de
propegacién clonal, usando como punto de partids, un solo microinjerto que se logre producir.

La estabilidad genética de las plantas producidas in vitro es un aspecto importante que
preocupa & los usuarios del cultivo de tejidos vegetales in vitro, ya que, en repetidas ocasiones, se
ha reportado la obtencién de altos porcentsjes de plantas que difieren, morfoldgica- y
genéticamente, de Ia planta original. Este resultado ha repercutido negativamente en Ia
praduccién de los cultivos que se han establecido con ese tipo de plantas [25, 26, 27]. La
metodologia utilizada en la presente invencién pera inducir la multiplicacion de las yemas, o sea,
la emisién axiler ( brotacién”) de yemas preexistentes, evita la induccién de yemas adventicias;
esa metodologia s la méis recomendada en la literatura especializada para evitar cambios
genéticos en los tejidos [26]. Mis atin, una vez lograda la produccién del primer microinjerto, la
microinjertacién ciclica permite prescindir de los reguladores de crecimiento durante todo del
proceso de propagacién. La presencia de ciertos reguladores de crecimiento en los medios de
cultivo ha sido relacionada con la ocurrencia de cambios gendticos en las plantas propagadas in
vitro [25].

El cultivo de microinjertos in vitro requiere medios de cultivo simples y poca
infraestructura. Los procesos de desinfeccion de los explantes usados en ¢l momento de iniciar
un cultivo in vitro eliminan del tejido organismos patégenos fungosos y bacterianos. Con
técnicas adicionales, como ls termoterepia o 1a aplicacién de sustancias antivirales, es posible
eliminar las enfermedades virles en drboles infectados [4]. En Colombia no se conoce ninguna
enfermedad viral del guandbano pero podria aparecer como consecuencia de lg intensificacion del
cultivo. El proceso de microinjertacién ciclica permitiria establecer colecciones de clones elite
que hayan sido indexadas previamente, con técnicas apropiadas [4], como libres de las
enfermedades conocidas del cultivo, en condiciones de minmimo crecimiento. Los microinjertos
estarian disponibles de manera inmediata para iniciar los procesos de propagacién masiva que se
requiersn. Las plintulas producidas de esta manera ocupan un volumen reducido y estin
sometidas a muy pocos requerimientos de cuarentena [4, 12]; podrian, por tanto, comercializarse
internacionalmente.

AdemAs, a diferencie de las técnicas comunes de propagacion de plantas in vitro, en las
que se enmizan yemas multiplicadas in vitro, el proceso de microinjertacién ciclica permite
explotar plenamente la posibilided de usar patrones deotras variedades de la misma especic o de
otras especies de anondceas, Seleccionar patrones que aporten robustez, resistencia a
enfermedades provenientes del suelo y adaptabilidad a diferentes tipos de suelo es una prictica
tradicional, de gran utilidad en el cultivo de drboles frutales [30].

La técnica de microinjertacidn ciclica revelads en In presente invencién permite lograr la
produccién de mas de 78 847 microinjertos en un aflo, partiendo inicialmente de un solo
microinjerto (ver Ejemplo 3).

En conclusién, son numerosas las ventajas del método dc propagacion in vitro de guanibano
por microinjertacién ciclica. Lo convierten, por tanto, en un proceso Gtil para producir material
de siembra de 6ptima calidad fitosanitaria y genética.
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Tablas
Tabla 1. Resumen de la situacién actual de los procesos de cultivo de tejidos para la propagacién
del guandbano.
Informe Modo de Esplante atilizado Obasrvaciones
obtenciin de
yomas
Bejoy y Regenoraciin l-ﬁpomlud:’plhml- Sistoma poco eficiente:
1952 orpanogiocsis | pminedas in W0, | rovern't ional oo ghcen sccioonion. |
Lomoe y Blske, | Regonorecidn Hmhd:'plhml:lll: Muy costosa su implomentacidn & cscsla masive.
1996 adventicia por | proveniontes do som deaarroliads ito la
organoginesis | gorminadas In Wiro; Mmmg-ih clonal de ﬁtnmlllmuluni onados
Nudos de érboles de 4 alios
de adad obtenidos de
pamilles,
Caatullo Regonerecita fﬁ-yz:_lmdaphm Bajos niveles do gureizamignio.
adventicia invernadero . .
H"lm'h‘ﬂ- por  |jévence o somillas No so logrd s micropropagacién de los explantos.
Lamos y Baker, | Regeneracién Entrenudoy Meindologia desarrollads no parmiie Is
1998 adventicia por propagacién clonal de érboles seleccionados.

Tabla 2. Obstéculos al desarrollo de metodologins de propagacién clonal in vifro de guandbana y

soluciones que aporta la presente invencidn.

Obsticulos

Saluciones aportadas

Microorganismos presentes en la superficie de los
érboles seleccionados impiden la iniciacidn de los
cultivos /r vitro[4)

Los érboles o planias madre son tratados proviamente
con antibidticos, antimiciticos y regulsdores del
crecimiento para reducir o elimingr los contaminantes
superficiales ¢ incrementar 12 emisidn de yomas
(brotacién) en condiciones in vitro.

Las yemas provenientes de érboles adultos no brotan
una vez transferidas a condiciones in viro[*]

Las plantas madres son pretratadas con reguladores
del crecimiemio (BAP) que incrementan la
‘brotacién’ de las yemas presentes en el tejido

Dificultades en ia multiplicacién in vitro do las
yemas cultivadas[*]

Se desarroliaron medios y condiciones de aultivo que
permiten Ia multiplicscitn de las yemas

Despuds de baber brotado, las yomas no se
_elongan(*]

Se desarrollaron medios y condiciones de cultivo que

Las plintulas o tallos de anonéceas pierden lus hojas
durante ¢l cultivo in Wiro[16]

Las tapas con tapones de espuma pars los tubos de
ensayo que contienen las plintulas permiten el
intercambio gaseoso y solucionan et problema de las
caida de las hojas.

Oxidacién de los tejidos ¢ imposibilidad de enraizar o
bqlﬁummGM|mdehlym

multiplicadas y elongadas{28, 14]

_pormiten 1a clongacién de las yomas multiplicadas _ |

Se desarrolld una metodologin de microinjertacion
pars evitar la caddacion y 1a necesidad de enraizar los

tallos elongados _

[*] Observaciones de los autores

2/
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Tabla 3. Medios de cultivo y soluciones utilizados en el proceso de microinjertacién
ciclica.
Medios Use Medio Agar Reguiader del crechuionts™ o
basel* compuesto sdicional
Madio 1 Induccitn de |a emisién do las WPM[32]) | 0.55% BAP 1 mg/L
yemas axilares (“brotacién’)
Medio 11 Induccidn de la elongacién de | WPM 0.55% BAP 0.2 mg/L
las yemas axileres
Medio 11 Gorminacién de semilias, Bs 33) 0.5% Giberelina 0.5 mg/L
microinjertacidn Caseina hidrolizada 200 mg/L.
Medio IV Desarrollo do microinjertos in | WPMcon | 0.55%
vitro, clongacién de brotes vitaminas
axilares injertados del medio
BS
Solucién de Pretratamiento de los drboles o Bealate™ 1g/L, tetraciclina
pretratamiento | plantas madre antes de tomar S0mg/L., sulfato de
mnmqysunumh umpmmidml.oow!.y
Solucidn de Desinfeccién do explantes y do Hipoclorito de sodio al 1%
desinfeccién semillas adicionado con 100ul/L de
jabén liquido (SC Johnson
Professional)
antioxidante dismimya la oxidacién de los SACRross
tejidos &l cortarlos durante la
microiniertacis

*  Todos los medios contienen 2% de sacarosa. El pH de 5.7 fué ajustado con KOH antes de ser esterifizados en

autoclave & 121 °C, 15 ib /pulg?, durante 20 min. L = litro.

**  Se prepard uns solucién madre de reguladores del crecimiento disolviéndolos a una concentracién de 10
mg/m| en DMSO (dimetilsulféxido), y se conservd 1a salucién en of congelador a —20 °C.



Componente WPM Bs
Coocentracién (mg/l) Conceotraciin (mg/l)
CeCly 72.50 1383
Ca(NOy), 4H0 556.00 -
CoCly.6H;0 - 0.025
CuS0,.5H,0 025 0.025
FaNaBDTA 36.70 36.70
B0y 620 3.00
Kt . 0.75
KH,PO, 170.00 .
KNOs - 2500.00
K80, 990.00 -
M3gsO, 180.70 .
MgSO.7HO 250.00
MnSO,H,0 22.30 10.00
NaH,PO, 130.44
Ne;MoO0,2H,0 023 025
NHNO, 400.00 .
(NH,),80, - 134,00
ZnS0,. 7H,0 8.60 200
Glycina 200 .
Myo-inositol 100.00 100.00
Acido nicotinieo 0.50 1.00
Pyridoxing HCl 0.50 1.00
Thigming HC 1.00 10.00
Tabla 8. Eficiencia de la microinjertacién ciclica de yemas del Clon I producidas por

microinjertos mantenidos in vitro, sobre patrones del mismo clon.

Cido Microinjertos | Microlnjertos | Microlnjertos | Porcentaje de
madre disponibles | realizados obtenidos &xito
1 9 53 36 &8
2 45 (9+36) 129 90 70
3 135 (45+90) 527 411 .
Total 765 537 78
Tabla6.  Eficiencia de la microinjertacién ciclica de yemas del Clon I1 producidas por

microinjertos mantenidos /n vifro, sobre patrones del Clon L.

Cido Microinjertos Microinjertos | Microinjertos | Porcentaje de
madre disponibles | realizados obtenides Exito
1 14 7 50
_2 7 31 18 58
3 25 (7+18) 1) 47
4 72 (47+25) 216 155 7
Total 338 227 67.1
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Figum 1 Proceso de propagacién clonal in vifro de

guandbano por microinjertacién ciclica.

A) Corte de ramas jévenes de clones de &rboles
seleccionados, para la obtencién de mcroestacas con
yemas axilsres.

B) Brotacién /n vitro de yemas axilares de microestacas,
10 dfas después del culuvo en Medio |

C) Elongacidn de yemas axilares de microestacas, 3
semanas después del cultivo en Medio IL

D) Plfntula obtenida de vna semilla cultivada in vitro. 3
semangs después de su germinactdn en Medio 111

E) Preparacifn del bipocotilo (pstrén) para Ia

mucroinjexrtacién, mediante un corte longitadinal de
sproximadamente 5 mm en su extremo saperior

F) Yemuﬂn(mmplnu)mtm

G) Introduccién del microexplante en Ia ranura
longitudinal hecha en el extremo superior del
Tupocotilo del patrén.

H) Punta cinica asada para mentener los tejidos del
patrén y el microexplante en contacto estrecho
durante la microinjertactén.

I) Microinjerto aproximadamente 3 semanas después de
producido. Yemas obtenidas de micromyertos
mantenidos in vitro representan la foente de
maouqimmdmdemmﬁn

D Muluptndnddnpwmlumdndchn
mantenidas en invernadero.

K) Micromjerto 14 meses después de sembrado en el
campo

L) Fmto formado por una planta producida por
mhmpmdmﬂ)mmdemnel

®



Figura 1 Proceso de propagacisa clonal i vifro de

fhano por micrommertacida clclice

A) Core de ramas jévenes de clones de frboles
seleccionados, para la obtencifa de microestacas con
yemas axilares.

B) Brotacida in vitro de yemas axilares de microestacas,
10 dias después del cultivo en Medio L

C) Elongaciéa de yemns axilares de microestacas, 3
semanas después del cultivo en Medio IL

D) Plinmia obtenida de una semilla cultivada = vitro 3
semanas después de su germinacién en Medio Il

E) Preparacita del hipocotilo (patrén) pacala
micromjertacién, mediante un corts longitndinal de
sproximadamente 5 mam en su extremo superdat

F) Yema axilar (microexplante) obeenida de brotes
elongados de microestacas (C), liste para ser

njertada en (E).

Q) Introdnccitn del microexplaate en Ia raanra
longmdinal becha en e} extremo superior del
hipocotilo del pamén.

H) Punta cénica usada para manteer los sezidos del

I) Microinjero aproximadamente 3 semanas después de
producido Yemas obtemdas de microinjertos
mantevidos in vitro representan la foeate de
microexplantes en el proceso de microtgjertacin
ciclica.

J) Plinmles producidas pos microtmestacién cichea
mantenidas en invernadero

K) Microinjerto 14 meses después de sembrado exr ¢l
campo

L) Fruto formado por una pianta producida por
microinjertacién, 20 meses después de sembrada en el
campo




REPUBLICA DE COLOMBIA
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES

LA DIRECCION GENERAL DEL PROTOCOLO

HACE CONSTAR:

Que, e Convenio cntre la Repiiblica de Colombia y d CENTRO
INTERNACIONAL DE AGRICULTURA TROPICAL ~ CIAT — suscrito
en Bogotd D.C., a los cinco (5) dias del mes de mayo de mil novecientos
ochenta y siete (1987), fue aprobado por e Congreso Nacional mediante
Ley 29 de 1988, publicada en  Diario Oficlal No. 38.264.

Que d doctor JOACHIM VOSS, se encuenira actualmente acreditado :}
como Director del Centro Internndonal de Agricultura Troplcal —CIAT- i
desde el 28 de abril de 2000.

La presente- se expide a solictud y con destino al
INTERNACIONAL DE AGRICULTURA TROPICAL —CI
nueve (9) dins del nics de febrero

gy



Teldiono: (37-2)445-0000 (cimcio), (1-41 5633-6428 (via UBA)
Fou: (57-2M448-0073 fclvacio), (1-418)833-8424 (via USA)

Apcaiocio Adreo 4713, Col, Colombin

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO - SIC
Bogotd D.C.

JOACHIM VOSS, mayor de edad, con domicilio en la ciudad de Cali, identificado con el
Pase Diplomético No. 0200013 expedido por el Ministerio de Relaciones Exteriores de
@ Colombia, actuando como Director y Representante Legal del CENTRO
INTERNACIONAL DE AGRICULTURA TROPICAL - CIAT, organismo internacional
con personerfa reconocida en el convenio celebrado con el Gobierno de Colombia y
aprobado por.la ley 29 de 1988, a ustedes atentamente manifiesto que por medio del /
presente escrito confiero poder especial amplio y suficiente al abogado GERMAN
ARIAS JARAMILLO, mayor de edad, con cédula de ciudadania No. 14.993.364 de Cali,
y Tarjeta Profesional No. 18.842 del C.S. de la J. para que en nombre de la entidad que /
represento presente ante ustedes una solicitud de Patente de Invencién del "Proceso para
la propagacién clonal in vitro de plantas de guanébano (dnnona muricata L.) empleando
microinjertacion ciclica".

Faculto al abogado GERMAN ARIAS JARAMILLO para presentar la documentacién
requerida para la obtencién de la patente, reclamar derecho de prioridad si fuere |
necesario, sustituir, reasumir, recibir, comprometer, renunciar, interponer recursos, y en
general todas aquellas que sean necesarias para el buen y fiel cumplimiento de su gestién.
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b . Taldfono: (57-2)445-0000 [cicio], (1-418)533-8525 {via LBAJ
i I-> Fox (B7-2445-0073 [cirecio), (1-415)833-6626 Mia USA]
Wi

Nl mzwnuw Apariado Adreo 4713, Call, Cokrnbla

Sefiores
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO - SIC
Bogoti

MYRIAM SANCHE?Z, identificada con la cédula de ciudadanfa No. 31.212.595 expedida
en Cali, acluando en nombre y representacién de La Corporacién para el Desarrollo de la

@ Biotecnologfa — CORPORACION BIOTEC, corporacién de participacién mixta, sin
dnimo de lucro, con personerfa jurfdica reconocida mediante la Resolucién No. 1271 del 9
de Agosto de 1995, expedida por la Gobernacién del Departamento del Valie del Cauca,
la cual acompafio, a usted atenlamente me dirijo para manifestarle que confiero poder
especial, amplio y suficiente al Abogado GERMAN ARIAS JARAMILLO, quien se
identifica con la cédula de ciudadanfa No. 14.993.364 de Cali y la Tarjeta Profesional de
Abogado No. 18842 de la C.S.]., para que en nombre y representacién del CIAT presente
ante usted una solicitud de patente de invencién conforme a las normas legales del
“Proceso de para la.Propagacién Clonal in vitro de Plantas de Guanéibano (Annona
muricata L.), empleando la Microinjertacién Ciclica”

Faculto al Abogado GERMAN ARIAS JARAMILLO para presentar toda la
documentacién requerida para la obtencién de la patente, reclamar derecho de prioridad,

sustituir, reasumir, recibir, comprometer, renunciar, y en general todas aquella que
tiendan al buen y fiel cumplimiento de su gestidn.

@ Atentamente,
AM SANZHEZ Acepto: {
Podtrdante G ARIAS JARAMILLO
Apode;
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DEPARTAMENTO ADMINISTRATIVO JURIDICO
DIVISION ASUNTOS DELEGADOS DE LA NACION

A SOLICITUD DE PARTE INTERESADA

rC BE R T I F I C O:

1.-Que por medio de la Reeolucion No.Q00271 de fecha Q8 del mea de
Agosto =~ de 1885 la (el) GOBERNACION DEL VALLE
le reconocin Pergoneria Juridica a la entidad ein animo de
lucro denominada:
R FLURA JN HARA IS

Con domicilio en Call dicha Personeria se ancuentra
vigente -

2.-Que el ultimo Representante Legal de 1la citada entidad
inecrlito o8 el Seior (a) MIRYAM SANCHEZ MEJIA gon
Cedula de Ciudadania N, 312125058 de CALI-V
au perlodo ss encuentra vencido desde los (08 dias del mes de
Febrerc  de 1888 y aue hasta 8l momento no ee ha actualizado Lf',dl
la documentacion por parte de la entidad. fo o

3-.Que las sigulentes personas ee encuentran Iinscritas como

Dignatarios de CONGEJO DIRECTIVO = . su perlodo se eon-
cuentra vencido,

PRINCIPALES CARGO SUPLENTES
[RYAN SaN I RIRECTAR (4)
NORA FLENA LAVERDE SECRETARID GENERAL

DIEA0 ISRAEL DEIGABILLO R, REVISOR FISCAL

DIRECCION: UNIVERSIDAD DEL VALLE ~ SEDE MELENDEZ
EDIFICO CREE - SEGUNDQ P1IS0

APARTADO : 25360
TELEX : bl33z

TELEFONO : 339-30-4/8 -  339-118/5
DOMICILIO: CALI

DURACION: INDEFINIDA
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OBJETO:

LA CORPORACION BIOTEC TIENE COMO MISION FUNDAMENTAL, CR ARRO-
LLAR CAPACIDAD DE INVESTIGACION, DESARROLLO Y Pnonuccgosagutsgggsc-
NOLIGIA RELACIONADA CON SALUD, ALIMENTOS, MEDIO AMBIENTE Y PRODUCTOS
AFINES PARA LA POBLACION COLOMBIANA Y CAPACIDAD DE GESTION Y ENLACE
PARA IMPULSAR LA INTERACION ENTRE EL GOBIERNO, LA EMPRESA PRIVADA Y LA
COMUNIDAD EN GENERAL A NIVEL NACIONAL O INTERNACIONAL DENTRO DE PARAME

TROS DE DESARROLLO SOSTENIBLE Y DE ACUERDO CON LAS NECESIDADES A CORTO
Y LARGC PLAZO DE LA SOCIEDAD.

DEL PATRIMONIO Y LA FORMA DE HACER LOS APORTES:

1. EL CONJUNTQ DE TODOS SUS BIENES, DERECHOS DE INDOLE ECONOMICO Y
FRUTOS EN LA CARTA DE CONSTITUCION CONSTARA EL APORTE PATRIMONIAL
INICIAL DE LA CORPORACION. 2. LA POSESION Y ADQUISICION DE TODA CLASE
DE BIENES, AJUSTANDOSE EN SUS ACTOS DE DISPOSICION Y ADMINISTRACION A
LAS NORMAS QUE LE SEAN APLICABLES Y DESTINANDO SUS FRUTOS A LO& FINEG
QUE LE SON PROPIOS, TODO ELLO DE CONFORMIDAD CON LOS5 PRESENTES ESTATU
TOS. 3. LOS INTERESES O BENEFICIOS GENERADOS POR 5US ACTIVIDADES REGU-
LARES. 4. LOS APORTES, AUXILIOS Y TRANSFERENCIAS QUE SE OTORGJEN POR
ENTIDADES PUBLICAS DE CUALQUIER ORDEN. B. LAS DONACIONES, HERENCIAS Y
LEGADOS QUE SE OTORGUEN POR PERSONAS NATURALES O JURIDICAS DE CARACTER
PRIVADO. 5. CUALQUIER OTRQO INGRESO QUE TENGA TAL CARACTER BEGUN ESTOS .
ESTATUTOS.

FORMA DE ADMINISTRACION:
ASAMBLEA GENERAL. CONSEJQ DIRECTIVO. DIRECTOR

FUNCIONES DE LA ASAMBLEA GENERAL:

A. TRAZAR LAS POLITICAS Y LINEAMIENTOS GENERALES PARA EL MEJOR CUMPLI
MIENTO DE LOS OBJETIVOS DE LA CORPORACION BIOTEC. B. ELEGIR DO5 MIEM-
BROS DEL CONSEJQ DIRECTIVO. C. ASESORAR A LA CORPORACION BIOTEC EN LA
ELABORACION DE SUS PRESUPUESTOS ORDINARIOS Y EXTAORDINARIOS, ASI COMO
EN LAS CUENTAS Y LIQUIDACIONES GENERALES. D. DESIGNAR LOS MIEMBROS
HONORARIOS PREVIA PROPUESTA DEL CONSEJQ DIRECTIVO O DEL DIRECTOR.

E. APROBAR LA DISOLUCION DE LA CORPORACION BIOTEC, CONFORME A LO DETER
MINADO EN LOS PRESENTES ESTATUTOS. F. CONOCER Y COMENTAR EL INFORME
ANUAL DE ACTIVIDADES DE LA CORPORACION BIOTEC.

PERIODICIDAD DE LAS REUNIONES:

LA CITACION PARA LAS CONVOCATORIAS SE LLEVARA A CABO CON UN MINIMO DE
15 DIAS DE ANTELACION QUE ASEGURE EL ESTUDIO DE LOS ASUNTOS. PARA EFEC
TUAR CITACIONES CON UN PLAZO PERENTORIO, SERA CON BASE A LA URGENCIA
DE LOS ASUNTOS A TRATAR, DEBIENDOSE, DE TODOS MODOS, ENVIAR LA DOCUMEN
TACION NECESARIA PARA EL CONOCIMIENTO DE LOS TEMAS. LA CONVOCATORIA
S8ERA REALIZADA POR EL PRESIDENTE O POR LOS MIEMBROS QUE EXTRAORDINARIA
MENTE LA CONVOQUEN. )
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FUNCIONES DEL REPRESENTANTE LEGAL:
DIRECTOR:

A. FOMENTAR ACTIVIDADES QUE REALICEN LOS OBJETIVOS DE LA CORPORACION.
B. PROPONER PLANES. PROGRAMAS Y PROYECTOS AL CONSEJO DIRECTIVO.

C. CUMPLIR Y HACER CUMPLIR LOS PRESENTES ESTATUTOS Y LOS REGLAMENTQS
DE LA CORPORACION BIOTEC, SUJETOS A LAS LIMITACIONES DE LA LEY.

D. ELABORAR EL PROYECTO DE PRESUPUESTO ANUAL Y EL DE INVERSIONES Y
GASTOS Y PRESENTARLO A CONSIDERACION Y APROBACION DEL CONSEJO DE DIREC
TIVO. E. CELEBRAR LOS ACTOS Y CONTRATOS QUE SEAN NECESARIOS, PARA LA
CORRECTA OPERACION DE LA CORPORACION Y CON AUTORIZACION DEL CONSEJO
DIRECTIVO, CUANDO EXCEDAN DE LA CUANTIA QUE ESTE LE SE;ALE.

F. CONTRATAR LOS FUNCIONARIOS QUE LA CORPORACION BIOTEC REQUIERA,
VIQILAR SU DESEMPE;Q, RESCINDIR O TERMINAR CONTRATOS Y, GENERAL,
DECIDIR SOBRE LOS ASUNTOS LABORALES DE LA MISMA. G. CONTRATAR LOS
SERVICIOS DE PROFESIONALES INDEPENDIENTES Y DE PERSONAS NATURALES O
JURIDICAS PARA ADELANTAR LAS ACTIVIDADES DE LA CORPORACION BIOTEC.

H. PRESENTAR, CONJUNTAMENTE CON EL REVISOR FISCAL LOS ESTADOS FINAN-
CIEROS Y LOS BALANCES DE LA CORPORACION BIOTEC. I. EJERCER LOS DERE-
CHOS QUE CORRESPONDAN A LA CORPORACION COMO TITULAR DE ACCIONES Y
DEMAS TITULOS VALORES. J. LAS DEMAS QUE LE FIJEN LOS PRESENTES ESTA-
TUTOS, O QUE LE ENCOMIENDEN LA ASAMBLEA Y EL CONSEJO DIRECTIVO.

FUNCIONES DEL REVISOR FISCAL:

A. PRESENTAR AL CONSEJO DIRECTIVO, COMJUNTAMENTE, CON EL DIRECTOR, LOS
ESTADOS FINANCIEROS Y BALANCES ANUALES DE LA CORPORACION BIOTEC.

B. ASISTIR CON VOZ PERO SIN VOTO A LAS REUNIONES DE LA ASAMBLEA Y DEL
CONSEJO DIRECTIVO. C. REVISAR LOS LIBROS Y ESTADOS FINANCIEROS DE LA
CORPORACION BIOTEC Y SUMINISTRAR A LA ASAMBLEA Y AL CONSEJO DIRECTIVOD
LAS ACLARACIONES O INFORMES QUE LE SEAN SOLICITADAS, D. ESTABLECER LAS
NORMAS DE CONTROL QUE PERMITAN AUDITAR LAS OPERACIONES CONTABLES Y
FINANCIERAS DE LA CORPORACION. E. LAS DEMAS QUE LE ASIGNE LA LEY Y EL
CONSEJQ DIRECTIVO.

CAUSALES DE DISOLUCION Y FORMA DE HACER LA LIQUIDACION:

LA CORPORACION BIDTEC SE DISOLVERA SI LLEGARE A PRESENTARSE EL CASO
PREVISTO EN EL ARTICULO 648 DEL CODIGO CIVIL Y POR VOLUNTAD DE SUS
MIEMBROS ACTIVOS. DISUELTA LA CORPORACION BIOTEC, DE CONFORMIDAD CON
LO ESTABLECIDO EN ESTOS ESTATUTOS, SE PROCEDERA A SU LIQUIDACION.
DISUELTA LA CORPQORACION, SUS BIENES Y EL PRODUCTO DE LOS MISMOS, SERA
TRASPASADOS A TITULO GRATUITO A LA UNIVERSIDAD DEL VALLE, UNA VEZ
PAGADOS LOS PASIVOS A FAVOR DE TERCEROS. LA LIQUIDACION SERA HECHA POR
EL DIRECTOR 0O POR LA PERSONA O PERSONAS QUE EL CONSEJO DIRECTIVO
SE;ALE.

EL PRESENTE CERTIFICADC HISTORICO SE EXPIDE PARA LA CAMARA DE COMERCIO
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" . H4.-En constancia de lo anterlor se firma en Cali, a loe 21 dias
- del mes de Marzo __ _ de 1987.

NOTA: Se adhieren y anulan estampillas Pro_elactrificacion
Rural $1.000,00 Pro_Universidad del Valls $1.000,00 cualgquisr
enmepdadura, anula el prgsente certificado.

F 4

GUSTAVO PALOMEQUE ZORRILIA
JEFE DIVISION ASUNTOS DELEGADOS DE LA NACIDN (£}
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ACUERDO SOBRE DERECHOS DE PROPIEDAD INTELECTUAL
EN RELACION CON UN INVENTO

PARTICIPANTES

1. El Cuntro Intermaciona! de Agricultura Tropical - CIAT, organismo intermacional con
sede en Colombis y personeria reconocida en el convenio celebrado con el Gobierno
de Colombia el 5 de mayo de 1987 y aprobado mediante la Ley 29 de 1988,
mpumnadommmademw\dimimpormnimﬂumﬂympmummo
Legal, doctor JOACHIM VOSS, quien se identifica con Pase Diplomético No.
0-200013 expedido por el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia, en
adelante denominado EL CIAT.

2. La Corporacién para el Desarrollo de la Biotecnologis - CORPORACION BIOTEC,
corporacién de participacién mixta, sin énimo de lucro, con personesia juridica
reconocida mediante la Resolucidn No.1271 del 9 de Agosto de 1995, expedida por la
Gobemnacién del Departamento del Valle del Cauca, representada por su Directora ,
Myriam Sénchez Mejia, identificada con Ia Cédula de Ciudadania No. 31.212.595 de
Cali, quien pars los efectos de este convenio se denominard s CORPORACION
BIOTEC.

3. ALVARO MENA JIMENEZ, idemiﬁeldg/con la Cédula de Ciudadania No.
19.405.402 de Bogotd; NELSON ROYERO, ideatificado 'wnlsCéduhdeCndldaﬁu
No. 10.486.967 de Santander, Cauca; JORGE CABRA, ﬂmﬂﬁudqo«eon In Cédula de
Ciudadania No. 79.347.400 de Bogoti; WILLIAM M. ROCA, identificado con I
Cédula de Ciudadania No. ........... mayores de edad, hébiles para contratar y
obligarse, quienes en este acuerdo se denominarin los INVENTORES.

Emre »! CIAT y la Corporacién BIOTEC de una parte, y de otra, los INVENTORES
antes r=zncionados, se ha llegado a un acuerdo sobre las condiciones que rigen o registro
de una , atents sobre un invento, of cual se regiré conforme a los siguientes puntos:

1. Titolo del Invento. “Proceso para la propagacién clonal in vifro de plantas de
guanébano (4mona muricata L.), empleando microinjertacién ciclica”.

2. Resumen del Investo. Las técnicas convencionales de multiplicacién in wiro, en
las cuales los propégulos son cultivados en contacto directo con el medio de cultivo,
sobre &l o sumergidos en é, no han sido eficientas en In propagacién del gusnibano.
El proceso revelado en Ia presente invencién, que denominamos microinjertacion

"1 *

Seds CIAT: Km 17 Recha Cali - Polmira » Conmutodor: 445 0000 Ext. 3114 - 3115 « Teléfono: 4450114 : 4450115

Email: biolec@mafeddo.univalle.adu.co / usi-bickec@ciot.cgiar.org
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ciclica In vitra, es diferente de los anteriores en los siguicntes aspectos: el tejido pera
micropropagar, que consiste en un mivioexplante proveniente de un drbol adulio
seleccionado o un clon de éste, y que contiene una yemn preexistents, no entra en
contacto directo con ¢l medio de cultivo sino cue se alimenta de &l a través de un
portainjerio sobre el cual lia sido microinjertado. El portainjerto puede provenir de
una semilla germinada Jn vifro de In misma especie del microexplante o do otra
especie de anondcea, B! microinjertv se culliva en condiciones relativamente simples
y npropindas para cl desarrollo de la yema preexistente en el microcxplante,

Se generan asi, en promedio, 3.7 nuevas yemas por wiicroinjerto cada 6 semanas, de
las cuales pucden obtenerse tamibién oiros microinjertos. El uso de técnicas
v joradas de microinjertacién permite que premdan, en promedio, 75% de los
mticroinjertus. La operacion pucde repelirsc cuantas veces sea necesario hasta
oblener ¢f nomero descado do microinjertos, los cunles, después de una fase de
endurecimicnto y aclimatizacion —primero in vitro y luego en un invernadero—,
producen Arboles que se desarrollan normalmente una vez sembrados en el campo.

Este proceso es Gfil parm I8 produccion masiva i vitro de clones libres de
enferniedades a partir de drboles adultos selcccionados de guandbano.

Recursos con los cunles se ebiuve el invento. Los recursoz con los cuales se
produjo el invento fueron aportados por el CIAT y la Corporacion BIOTEC en
desarrollo del convenio especial e cooperacion que ambas instituciones celebraron
el 24 de mayo Jde 1999. En estoa so comprende los equipus de laboratorio,
infaestructura técnica y cientifice, wnteriales do informacion tecnolégica, servicios
de biblioteca y documentacion, terrenus parn investigacion, redes de informacion,
ncceso a informacién técnica intemacional, equipos de trabajo multidisciplinatios y
olras fuentes de recursos materinles, humanos y tecnoldgicos requeridos para la
produccion de la invencion.

Los invenlores aportaron foda su capacidad intelectual, cientifica, sus
conocintientos, habilidades y destrezas parn In oblencién de In invencion.

Derechios de Propicdad sobre el Invento. El invento mencionado anteriorments
fus oblenido por los inventores, quienes fueron contratados por el CIAT y la
Corporacion BIOTEC para investigar, por lv cual la invencién le pertenece al CIAT
y a la Corporacién BIOTEC, de acuerdo con lns normas legales vigentes y de
. suerdo con Ia pulitica que 1ige internaniento en estns instituciones.

Consecuente con lo anterior, el CIAT y la Corporaciéon BIOTEC serén los titulares y
beneflciarios de In patente svbre la invencion realizada y podrén efectuar todos los
trimites que correspondan o sean necesarios en cuslquier pais de! mundo para

Asw e Tom i 1 2
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obtener el registro o la concesion de la patente conforme a ias normas legales que
rijan en el respectivo pais.

De igual forma, el CIAT y la Corporacién BIOTEC podrin ejercer todos los
derxchos de propiedad sobre la patente y efectuar lus acuerdos quo consideren
necesarios, de acuerdo con sus politicas inlernas, con instituciones o personas
piblicas o privadas, nacionnles o internacionales en los que se cstablezcan las
conuliciones para In ulilizacién de la invencién, asf como ubtener regafins, derechos,
participaciones o cuslquier otra clasc de beneflcio econdmiico, resultante do la
utilizacion de la invencidn,

El [AT y la Corporacién BIOTEC pondrén a disposicion de su personal cientifico,
de 1.. comunidad internacional cientifica, o de ia comunidad en general la invencién,
coti el fin de que se haga usu de clla o se aplique conforme a su politica de permitir
cl libre accoso de su tecnologia al mundo ca general pama contribuir de esta forma al
desarrolfo agricoln,

El CIAT y la Corporacién BIOTEC podnin continuar trabajando conjunta o
scparadamente cn proyectos o nctividades de investigacion utilizando ¢l imvento y In
tecnologia en clia incorporada, de tal forma gue a partir de dicha tecnologfa puedan
obtcnerse nuevos resultados, transformnciones, modificaciones, o desatrolloa de le
invencidn,

Durechos de los Inventores. Los inventores tendrin derecho a que figure su
nombre en las patentes que se registren o se soliciten en cualquier parte del mundo
por parie del CIAT y de la Corporacién BIOTEC.

Igualmente, los inventores tendrin derecho a que figure su nombre en cualquier
putlicecion o documento referento a la invencion.

Teniendo en cuenta que los invenlores fueron contratados por el CIAT y la
Corporacién BIOTEC pars investigar (NELSON ROYERO y JORGE CABRA
cenlratados por Ia Corporacion BIOTEC, WILLIAM M. ROCA coritratado por ef
C:AT y ALVARO MEJIA JIMENEZ, contratado por ol acuerdo de cooperacion
CIAT-Corporacion BIOTEC) y de acuerdo con la polilica intema de las
instituciones sobre derechos de propiedad intelectunl, los inventores declaran
cenocer y acogerse integralmente a su contenido y ulilidad, el invenito no implicand
nirigin derecho econdémico o compensacion s favor de los inventores por parte del
C. AT y/o de la Corporacitén BIOTEC. .

Duracién de este acuerdo y alcance de sus efectos. La duracion de este acuerdo y
de los derechos contenidos en él serin de cardicter indefinido.

s
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Para constancia se firma por los participanies a los quince (15) dias del mes de septiembre

del 2000.

EL CIAT

s

JOACHIM YOSS
Director General

- j-.

ALVARD MEJIA JIMENEZ

-

JORGE CABRA

AmginDuples
o farate 18 Gty

CORPORACION BIOTEC
X
o,
YKIAM SANCHEZ
Direclora

LOS INVENTORES

Z/m

ELSON ROYERO

WIL M. ROCA
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Industria y Cofiercio
SUPERINTEMNDENCIA

NIT : 800174089-2

RECIBO OFICIAL BECAA : 01 - 28,345
FECHA I MY 8 I 2001

I CONSIGBNACION #i88

DEFOSTTANTE TIPO PAGD BAKCD CUENTA ﬁ. PAGD FECHA PGO Vr., PAGD

CIAT. CONSIGNACION  BANCO POPULAR / 030-00M0-6 2750665  08/05/2001 336,640.00

e C O/ NCEPT O UM

CANT. RENTISTICO / CONCEPTO TOTAL CONCEPTO
1 30005-01-01 SOLICITUDES { TRAMITEE BE SOL. DE PATENTE DE IN 356,640.00
TOTAL $ 354,640.00

60M:  TRESCIENTOS CINCUEXTA Y SEIS MIL SEIBCJENTOS CUARENTA PESOS

REC1BD DE CAJA APLICADO AL EXPEDIENTE No.

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador 382 0840
Fax 350 5220
E-mail: info@sic.gov.co
www.slc.gov.co
Bogota, D.C., Colombia
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PATENTE DE INVENCIONDY MODELO DE UTILIDAD| ]

o Indicacidn de que se solcita ia concesidn de una patente [
o Daios de identificacidn del solici 0 de |a persona que presenta la solicitud |*)
o Descripcion de fa invencidn [ ]
o Dibujos de ser estos pertinentes / []
° gqpr_gpgg’_p‘_gmdng_godohstmestdabcidas [ ]

S COMREEIRTT: INCOMPLETA [ ]

!

do'cuie s sokibalredisto de Disfo Industrial. - []
Adentifcaciondol salicitents o de la persona que presente la solicitud. | |

sy ~-’yfmrﬁca del Disefio Industrial o muestra del

INCOMPLETA [ ]

St el Bl o,

[
[
[
[

INCOMPLETA [1

. Carvera 13 No. 27-00 Piso 5 ¥ 10
Facha (0815 2001-45-49 13,19, Rl 3. Conmutador: 334 12 21234
radie 5 g I D | Regrymgy Fax: 281 31 25 o-mak:info ov.co
Depeadencia: 2908 B1v1g1m b NEwS Al ERENTC Santa Fe do Bogoti D.C. -Colombla
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2020

Bogota, D.C.

Doctor

GERMAN ARIAS JARAMILLO

Apoderado de CIAT

REFERENCIA: Radicacién No. 01-35948
Trémite 002
Evento 001
Actuacién 430
Oficio No. 1707
Follos 001

Como resultado del examen de forma, reallzado con fundamento en el articulo 38 de la Declsién
486 de la Comislion de la Comunidad Andina, se le comunica que:

Tenlendo en cuenia que el documento que acredita la exdstencia y representacién legal de la Corporacién
pera ol Desamolio de la Biotecnologla - CORPORACION BIOTEC-, presentado con ia soliciiud, en su numera
segundo, declara que el periodo de la Sefiora Miryam Sénchez Mejla se encuentra vencido desde “os 08
dias del mes de Fabraro _ de 1808 y que hasta el momento no se ha actualizado ia documentacidn por parie
de la entidad.”, es iImposible para ésta Oficina reconocer personeria al abogado como apoderado de dicha
Corporacidn. Por lo anterlor, debe allegarse ol documento actualizado que acredite la exlstencia y
representaclén legal de dicha Corporacitn.

En cumplimiento del articulo 38 de ia Declsitn 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le requlere
para que dantro del término de dos (2) meses sigulentes a ia fecha de notificacién del presents oficio,
complete loa requisiios anteriormente enunclados. En caso de no dar cumplimiento al presenis
requerimiento, la sollcitud se considerard abandonada y perderd au prelacitn.

Notifiquese el presente oficlo conforme a lo dispuesto en el articulo B de Ia Resolucidn Reglamentaria No.
210 del 15 de enero dal 2001.

| 07 JUK. 208
El anterior requerimlento fue notificado por fljacién en lista de fecha .

202027/202022

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
Fax: 382 2695
E-mall: info@slc.gov.co .
Bogotd, D.C., Colombia



