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ACTUACION : MEMORIAL DE ALCANCE T o

Estimados sefiores;

CARLOS ORLANDO MAYA RODRIGUEZ, mayor de edad, vecino de esta ciudad,
identificado con la Cédula de Ciudadania No.17.117.818 expedida en Bogota,
Abogado en egjercicio y portador de la Tarjeta Profesional No. 17.402 el Consejo
Superior de la Judicatura, obrando en calidad de apoderado de la Universidad
Tecnoldgica de Pereira,. domiciliada en Pereira (Risaralda), segun poder
debidamente conferido y legalizado, adjunto a las diligencias administrativas de la

referencia, doy_alcance a la patente citada , con el fin de aportar:

o« Copia simple del memorial radicado ante el Ministerio de Ambiente,
Vivienda Y Desarrollo Territorial el 18 de noviembre de 2010 solicitando
autorizacidbn de confrato de acceso a recursos Geneéticos para
investigacion.

+ Copia de la respuesta al requerimiento formulado por el Ministerio de
Ambiente, Vivienda Y Desarrollo Territorial, radicado el pasado 28 de enero

de 2011 con sus anexos
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« Copia simple de la consulta sobre contrato de acceso a recursos geneéticos
radicada ante el Ministerio de Ambiente, Vivienda Y Desarrollo Territorial el

13 de abril del afio en curso.

Respetuosamente solicito, se tengan en cuenta los anexos aportados como
prueba de los tramites adelantados ante la entidad competente para lo
relacionado con el manejo de los Recursos Genéticos en Colombia y se ordene
lo pertinente para que el expediente en mencion, siga su curso normal, hasta su

concesion.

. Del sefior Jefe,

CARLOS ORLANDO MAYA RODRIGUEZ

No.17.117.818 expedida en Bogota,
T.P No. 17.402 del C.S.J.
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Bogoté 18 de noviembre de 2010 ROYALTIES PATENTS - TRADEMARKS

" RAIMIETRRIT DE AMBIEWTE, VIVIENGA ¥ DEEARECLLO T,
HTENA Q010 461 2:44 FOLICER ANEXDE: §
a7

Senores - AL CONTEETAR CITE: 4120-E1-14
[ P2 DOGUMENTALESOLIZITUD

MINISTERIO DE AMBIENTE, VIVIENDA  FEMITETH TAtAYC

' CEETNATARIDLOIRECGION DE LICENGIAL PERMISEDE ¥ TRAMITEE

Y DESARROLLO TERRITORIAL \AMBENTALES. :
Atn. Direccion de Licencias, Permisos y Tramites Ambientales |
Bogota D.C.

REF. SOLICITUD DE AUTORIZACION DE CONTRATO DE'
ACCESO A RECURSOS GENETICOS PARA INVESTIGACION

CARLOS ORLANDO MAYA RODRIGUEZ, mayor de edad, vecino de
esta ciudad, identificado con la Cédula de Ciudadania No0.17.117.818
expedida en Bogota, Abogado tituladoc y en ejercicio y portador de la
Tarjeta Profesional No. 17.402 del Consejo Superior de la Judicatura,
obrando en calidad de apoderado de la UNIVERSIDAD TECNOLOGICA
DE PEREIRA, segun poder debidamente conferido, adjunto a la
presente diligencia administrativas.

Por medio de la presente, de manera respetuosa solicito :a ustedes se
sirvan tramitar la Autorizacién que nos permita obtener Contrato
Acceso_a_Recursos Genéticos, para la solicitud de la investigacién
denominada “JUEGO DE PRIMERS ARTIFICIALES SINTETICOS Y
PROCEDIMIENTO PARA DETECTAR UN MARCADOR DE SEXO
MASCULINO EN PLANTAS DE BOROJO'S declaro que todos los datos
suministrados en la presente solicitud son verdaderos.

COLOMBIA: USA;
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Como soporte adjunto los siguientes documentos:
3

1. Formato diligenciado de solicitud de Acceso a Recursd Genéticos

2. Razén social, numero de identificacién, domicilio y nacmnahdad del
solicitante. :

3. Nombre del representante Legal. I

4. Poder debidamente otorgado por la Universidad TanoIégica de
Pereira. !

5. Certificado de existencia y representacién legal de Ia: Universidad
Tecnolégica de Pereira. | E

6. Copia de firmas de la Comunidad de Zabaletas donde. expresan su
interés por el proyecto “Determinacién del Sexo del Borojo (Borojoa
patinoi) mediante marcadores moleculares, se anexa fotografias
sobre la sensibilizaciéon del proyecto.

7. Copia del Acta de Acuerdo, suscrita entre el Consejo Comunitario
de Zabaletas y la UNIVERSIDAD TECNOLOGICA DE PEREIRA,

8. Carta Aval de la entidad Nacional de Apoyo —-INA- expedida por la
Universidad Nacional de Colombia

9. Declaracion juramentada donde consta la veracidad de los datos
suministrados.

10. Proyecto de investigacién :

11. Identificacién y curriculum vitae de los responsables del
proyecto. |

12. Datos de identificacién de Ia Institucién Nacional de Apoyo —INA-

13. Ambito geografico para al acceso a recurse genéticos

14. Carta del Instituto Geografico Agustin Codazzi donde se

encuentra ubicada la regién de Zabaletas.

COLOMBIA: USA:
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15. Certificacién de Grupos Etnicos, expedida el 9 %Dé*ﬁ{%r'%EHTé OGRS
por fa Coordinadora Grupo de Consulta Previa dei Mnisterio del
Interior y de Justicia Dra. Claudia Teresa Caceres Domjinguez.

Con la debida consideracién me permito informarles que r!ecibiré lo del

caso en mi Oficina de Abogado ubicada en la Carrera 1;3A No. 28-38

Ofc. 230 MZ. 2 Parque Central Bavaria de la ciudad de Bpgota D.C., o

|
en su despacho. :

Atent ment/ew ,

CARLOS ORLANDO MAYA ROPRIGUEZ
No. 17.117.818 expedida en Bggota
T.P No. 17.402 del C.S.J.

COLOMBIA: USA:
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' «MINISTERIO DE AMBIENTE, VIVIENDA Y DESARROLLO T. 3 (
Sefiores: | o201 11 #7533 F OLIOS '} ANEXOS: ; _

AL CONTESTAR CITE: 4420-E1.8887

MINISTERIO DE AMBIENTE, VIVIENDA TIPODOCUMENTALORICIO by

Y DESARROLLO TERRITORIAL - apieE s st 7mes
Atn. Direccion de Licencias, Permisos y Tramites Ambientales l

Bogota D.C. E

REF. SOLICITUD DE CONTRATO DE ACCESO A RECURSOS GE;NETICOS
RADICADO 4120-E1-149067DEL 26 DE NOVIEMBRE DE 2010- {COR 3439-10
RESPUESTA A REQUERIMIENTO: 2400-2-149067 ]

CARLOS ORLANDO MAYA RODRIGUEZ, identificado como apa}ece al pie de
firma, obrando en calidad de apoderado de la UNIVERSIDAD TECNOLOGICA DE
PEREIRA, segln poder que reposa en el expediente, me permito d%ar respuesta al
oficio de requerimiento citado en la referencia emanado de esa oficina con fecha
30 de noviembre del afo 2010, encontrandome dentro del termino legal,
aportamos.

Se adjunta nuevamente el formulario de acceso a recursos gen‘étic;os modificando
y adicionado al departamento de Risaralda. Esto nos permite obviar los requisitos
de Sabaletas, ;

;
También le remito ef formulario de perhﬁso para trabajar en diversidad bioldgica en
el departamento de Risaralda. I“

Nosotros establecimos un cuitivo de Borojo en la Universidad Tecnologica de
Pereira con unas semillas que se compraron en el Almacén la; 14 de Pereira
(Risaralda) de alli en adelante las pruebas se han realizado conr,iLaterial vegetal
recolectado en el departamento de Risaralda, ademas tenemos 10'4rboles adultos
que nos ha permitido tomar muestras en estos arboles. Estos arbioles se cultivan
en la Virginia. Entonces, introdujimos dos sitios de recoleccién d]e mueséras. La
Virginia Risaralda y el Jardin Botanico de la Universidad Tecnolégica de Pereira.
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CARLOS ORLANDO MAYA RODRIGUEZ

Lo anterior por cuanto en un principio se intento realizar el estudios en Sabaletas,
pero por razones dé orden publico, dificil acceso y sobre tedo porque en este
mismo departamento se encontraron 4rboles de Borojo, se decid'ii no realizar el
muestreo alla e incluso, se empezd un cultivo de fa especie en el mismo Jardin
Botanico de la Universidad Tecnoldgica de Pereira.
t
Por lo anterior y teniendo en cuenta que materialmente, la investigacion y el
muestreo se han realizado en Risaralda y en las mismas insta'aciones de la
Universidad Tecnoldgica de Pereira, debemos: mirar de forma urgente, la manera
de cambiar todos los (equerimiento; realizados en relacibn con Sabaletas,

sobretodo sabiendo que en el nuevo cronograma y los demds documentos
enviados, solo dan cuenta de muestreos en este departamento. i

i

Con la debida consideracién me permito informarles que recibiré lo Fel caso en mi
{ ¢

oficina de abogado ubicada en la carrera 13A No. 28-38 Ofc. 230! Mz. 2 Parque
Central Babaria de la ciudad de Bogota D.C., 0 en su despacho.

Atentamente;

U

CC. 17.117.818 de BOGOTA
T.P. 17.402 del C.8.J.




SOLICITUD DE ACCESO
A RECURSOS GENETICOS

IDENTIFICACION

I. SOLICITANTE O REPRESENTANTE LEGAL

i.1. IDENTIFICACION

Nombre o Razén Social: Luis Enrique Arango Jiménez
Nacionalidad : Colombiana

Documento de Identidad : 10.059.486

Damicilio Legal; Universidad Tecnolbgica de Pereira

Teléfono: .3137300 Fax: 3213206 Correo Elect: rector@utp.edu.co

Il. RESPONSARBLE TECNICO DEL PROYEGTO

£. IDENTIFICACION

Nombre o Razén Social: Lucero Rengifo Ramos |
Nacionalidad : Colombiana

Documento de Identidad : 31.258.109

Domiicilio Legal ; Universidad Tecnolégica de Pereira

Teléfono: 3215393 Fax.: 3215393 ext 12.

Correo Elect: cenbiotep@utp.edu.co



2. ACTIVIDADES DE ACCESO REALIZADAS EN LOS ULTIMOS 5 ANOS DEL

RESPONSABLE TECNICO
R/ NINGUNA

3. CURRICULUM DE ESTUDIOS DEL RESPONSABLE TECNICO

_ ESTUDIOS
ANO SUPERIORES GRADO INSTITUCION | LUGAR
{ESPECIALIDAD)
2008 Magister en Magister Universidad Pereira/Risaralda
Biologla Tecnoldgica
Molecular y de Pereira
Biotecnologila | _
1996 Especialista en Especialista | Hospital Mexico/DF
Genética clinica Infantil de
Mexico
1978 Biologia-Ciencias | Bidloga Universidad Califvalle
del Valle

4. PUBLICACIONES DEL RESPONSABLE TECNICO (Tres mas importantes)

TULO 3

ANO REVISTA/LIBRO
Depressive symptoms associated with | 2007 American journal
hereditary Alzheimer's disease: a | Alzheimer’s disease
case description : \4’:)11umen 21 No. 8 pag
Gran variabilidad de los alelos FMR2 | 2004 Revista Médica de
en una poblacién normal del ) Risaralda V.10 N. 2 pag 3
departamento de Risaralda
Frecuencia elevada Del alelo epsién 4 | 2002 Revista Médica de

del gen de la apalipoproteina E en
una muestra de pacientes con
sindrome Down

Risaralda v.8 N1. pag 11




~i

5. EXPERIENCIAS DEL. RESPONSABLE TECNICO (Actividad realizada en los

Gltimos 5 afos)
ANO ACTIVIDAD CANTIDAD PAIS

Desde 1996 | Docente investigadora del Hasta la Colombia
Centro de Biologia Molecular | fecha
y Biotacnologia de la
Universidad Tecnologica de
Pereira

Desde 2003 | Coordinadora administrativa Hasta la Colombia
de la Maastria en Biologia Fecha
Molecular y Bictecnologia de la
Universidad Tecnologica de
Pereira

Desde 1981 | Docente de la Facultad de Hasta la Colombia
Ciencias de la Salud de la fecha

Universidad Tecnoidgica de
Pereira

6. GRUPQ DE TRABAJO A CARGO DE LA ACTIVIDAD DE ACCESO

DOMICILIO NOMBRE ESFECIALIDAD GRADO
ACADEMICO
Carrera 15 #36-82 casa | Alvarc Hernan | Biclogia Doctor
7 Pereira/Risaraida Alegria Soto Molecular y
Bioquimica
Carrera 15 #36-82 casa | Lucero Rengife | Biologla Magister
7 Pereira/Risaralda Ramos Molecular y
Bictecnologla
Tejares de la Loma, Clara Inés Biologia Bidloga
Manzana 12 Casa 5, Giraldo
Dosquehradas/Risaralda
Vereda Tribunas, Finca | Enriqus Aguilar | Biclogia Biblogo
el Pital KM 7 Via Femandez
Armenia
Tejares de 1a Loma, Duverney Biologia Magister
Manzana 12 Casa 5, Gaviria Arias Molecutar y
Dosquebradas/Risaralda Biotecnologia

\0



ill. DATOS DE LLOS PROVEEDORES DEL RECURSO

1. IDENTIFICACION

a) Nombre o Razon Sacial : Jorge Rodriguez Rueda
Documento de [dentidad : c.c. 10. 071473

Domicilio : Condominio campestre, La virginia {Risaralda)

Telefonos: (63) 3161661 - Teléfono celular: 3148001868

b) Jardin Botanico de la Universidad Tecnologica de Pereira
Domicilio: Universidad Tecnaldgica de Pereira.

Teléfono: (63) 3137300 Fax.: (63) 3213206 www.utp.edu.ca

IV. DATOS DE LA PERSONA O ENTIDAD NACIONAL DE APOYO
CIENTIFICO O CULTURAL

1. IDENTIFICACION

Nombre ¢ Razén Social: Instituto Nacional de Biotecnologia de la Universidad
Nacional de Colombia

Domicilic Legal: Universidad Nacional de Colombia. Avenida 30 # 45-03 Edificio
Manuel Ancizar
Teléfono: 3165000, ext 15961 Fax: 3165000 ext 15961

Correo Elect. ibun@unal.edu.co

1\
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| V. PROPUESTA DE PROYECTO

Ver aJﬁaxos adjuntos

|
1. TET’p LO:
2. JUSTIFICACION, OBJETIVOS Y LITERATURA TECNICA

!
3. AREA DE APLICACION
4, nPfo DE ACTIVIDAD Y USOS QUE SE DARA AL RECURSO
5. LISTA DE REFERENCIA DE RECURSOS GENETICOS, PRODUCTOS
DERIVADOS Y COMPONENTES INTANGIBLES ASOCIADOS, A LOS
QUE SE PRETENDE ACCEDER {NOMBRE CIENTIFICO, NOMBRE VULGAR
Y NUMERO DE MUESTRAS)

I
8. LOCALIZACION DE LAS AREAS DE ACCESO Y DE REALIZACION DE
LAS ACTIVIDADES DE ACCESO {COORDENADAS)
a) DE; RECOLECCION
b)UBICACION DEL AREA DE ACCESO

1
inSith X Ex Situ Coordenada
Detalle:

c) LUGAR DE PROCESAMIENTO Y/O USO DEL MATERIAL GENETICO,
LOCALIZACION

- EN CASO DE RECURSOS EX SITU SE INCLUIRA LA INFORMACION

RELEVANTE SOBRE EL CENTRO DE COMERCIALIZACION

EX SITU.
i

7. CF%:ONOGRAMA INDICATIVO {Ver en anexos)

8. MATERIALES Y METODOS (Ver en anexos)

i
H

1
i

12,



9. PROCEDIMIENTO DE EXPLORACION Y RECOLECCION (Ver en anexos)
10. MANEJO DE LA MUESTRA (Ver en anexos)

11. EVENTUALES RESULTADOS ESPERADOS (Ver en anexos)

12, PRESUPUESTO INIiCIAL (Ver en anexos)

13. OTROS (Ver en anexos)

VI. CARTA DE ACEPTACION EN PRINCIPIO O CONTRATO DEL PROVEEDOR
DELOS RECURSOS BIOLOGICOS, DE 1.0S RECURSOS GENETICOS O DEL
COMPONENTE INTANGIBLE (Ver anexos)

VIl. CARTA DE COMPROMISO DE LA PERSONA O ENTIDAD NACIONAL DE
APOYO (Ver anexos)

Vill. DECLARACION JURADA O AFFIDAVIT DEL SOLICITANTE,
CONSIGNANDOLA VERACIDAD DE LOS DATOS ANOTADOS EN LA
SOLICITUD (Ver anexos)



ANEXQS

1. TFFULO

DETERMINACION DEL SEXO EN BOROJO (Borojoa patinoi, Cuatrecasas)
MEDIANTE MARCADORES MOLECULARES

2. JUSTIFICAGION

A nivel nacional, en los dltimos anos, el consumo de! fruto de borojd se ha
incrementado grandemente, debido a las caracteristicas alimenticias y las
propiedades que la medicina tradicional y popular le han atribuido, o que ha
aumentado paralelamente el precio del fruto ubicandolo en una posicién
privilegiada como fruto tropical promisorio ecenémicamente.

El borojé es un arbol tropical originario def departamento del Chocé y su fruto tiene
caracteristicas de interés alimenticio, medicinal e industrial:

Tiene propiedades organolépticas (sabor y aroma) que hacen de su jugo una
bebida refrescante y agradable,

Tiene propledades alimenticias por poseer aminodcidos esenciales y es fuente de
calcio, hierro, fosforo y vitamina C. Posee metabolitos secundarios de gran interés
(sesquiterpenlactonas con propiedades citotdxicas) como modelos quimicos para
nuevas drogas. Ademas, posee propiedades que le atribuye la medicina
tradicional y popular como diurético, cicatrizante, afrodisiaco y antitumoral.

Por otra parte, el cultivo del boroj6 se puede utifizar en la recuperacién de suelos
degradado por la mineria y permite una utilizacion econdémica de la selva sin
perturbar el equilibrio de los sistemas naturales de organizacién biologica sin refiir
con [a fragilidad de los ecosistemas ni con la cultura del habitante del Pacfico
(Mosquera y Arenas , 1995). No se le conocen agentes patogenos, ni ataques de
insectos diferentes a la hormiga amiera (Atta cephalotas. Ver) y la larva de un
lepidéptero no identificado que devora las hojas del &rbal durante el mes de junio.

En la actualidad el borojo se propaga por semillas. Sin embargo la planta es dicica
y la poblacion de arboles macho, no productores de frutos, no es faciimente
difsrenciable de las hembras. De hecho es imposible separar los drboles machos
de las hembras en el momento de establecer el cultivo, ya que las caracteristicas

4



sexuales solo se reconocen en la edad de floraciéon. Esta situacién no permite
estimar |a produccién global por arbol por hectarea, debido a la incertidumbre
respecto a la cantidad de arboles hembras y machos sembrados, generando una
baja productividad natural de! cultivo por nimero de arboles por hectarea. Con
mucha frecuencia, cuando se establecen cultivos de borojé, el nimero de arboles
machos por hectarea es aproximadamente del 60%, generando una baja
produccion. (conversacién personal con cultivadores y granja experimental
Universidad Tecnolégica del Chocd, Llord)

Como no existe un método basado en las caracteristicas morfolégicas para
distinguir las plantas femeninas de las masculinas antes de la edad de floracién.,
se requiere entonces un métode basado en caracteres citogenéticos o
moleculares que permite establecer cuitivos comerciales eficientes y sosténibles.

Por esta razdn, el presente proyecto pretende utilizar las técnicas de marcadores
moleculares para deferminar los caracteres sexuales de la planta en edad
temprana de forma que se puedan establecer cultivos comerciales con
caracteristicas definidas.

2.1 OBJETIVOS
2.1.1 Objetivo general

Desarroliar una metodologlia para la identificacion de marcadores moleculares
ligados a la determinacion del sexo en Borojd.

2.1.2 Objetlvos especificos

a) Aplicar la técnica AFLPs para obtener marcadores ligados al sexo en
borojb.

b) Definir tempranamente el sexo de las plantas de borojé.

c) Basados en la informacian obtenida de los AFLPs desarrollar una técnica mas
sencilla como la PCR para la identificacién del sexo a plantas de vivero para
cultivos comerciales.

2.2 MARCO TEORICO
2.2.1 Antecedentes

El boroj6 es una especie perneneciente a ia tribu Gardenieae, geénero
Magnaliopsida, orden Rubiales, familia Rubiaceae, especie Borojoa patinoi
(Cuatrecasas,1948), propia del sotobosque selvatico del interior del departamento
del Chocé (cuenca media alta de los rios Atrato, San Juan y Baudo), Republica de
Colombia, Sur América y distribuido en el Choco biogeogréfico. Esta regidn

1D



situada en 1a zona de tierras bajas selvaticas de ta regidon comprendida entre el
Oceano Pacifico por el occidente, la cordillera ocoidental de los Andes en el
oriente y desde el sur de Panama por el norte hasta el noroccidente del Ecuador
en el sur, incluye los departamentos del Choco, Valle del Cauca, Cauca, Nariio y
el occidente de los departamentos de Antioquia y Risaralda con una extension de
75.000 Km? y 817.000 habitantes, El departamento del Chocéd cubre 47.000 km?
{Departamento Nacional de Planeacion, 1892), con una precipitacién anual de 11
m por afio y temperatura promedia de 35°C (Gentry, 1982, 1988). Dicha regién es
la mas biodiversa del mundo, con e! 16% de la flora angiosperma {Foreroc y
Gentry, 1989) y en ella se ha estimado que existen entre 5000 y 8000 especies de
plantas endémicas (Gentry, 1982},

El borojé pemmite una utilizacién econdmica de la selva, sin perturbar el equilibrio
de los sistemas naturales de organizacién biologica y sin redir con la fragilidad de
los acosistemas, ni con la cultura del habitante del Pacifico. Ademas, teniendc en
cuenta las expectativas de mercadeo alrededor de |a fruta en el &mbito nacional e
internacional, la proyeccién comercial muestra una rentabilidad superior o igual a
la de ciertos cultivos comerciales de la zona andina e interandina.

El borojé siempre ha estade asociado con huertas caseras de las famllias
campesinas chocoanas en su 4rea de dispersion. La produccion en este caso bajo
condiciones naturales, con técnicas del saber tradicional y sdlo con ¢l aporte de
las crecientes riberefias es de 5 a 12 frutos arbol fafo duranta ios primeros 5 afios
de vida productiva y de 12 a 30 frutos /arbol/afio para el resto del periedo de
utilidad (Mosquera y Arenas ,1995).

El area sembrada de borojé en 12 municipios del departamento del Chocé (Tad6,
Liors, Bagadd, Istmina, Condots, Bajo Baudé, Atto Baudé, Navita, San José del
Palmar, Nuqui, Acandi y Quibd6), es de 1.198 hectdreas , de las cuales se
cosechan 1.117 Ha, con un rendimiento promedio de 4.531 Kg/Ha, para un total
ofrecido de 5.061 toneladas al afio (Mosquera y Arenas, 1995).

El fruto dsl borojé fisiologicamente maduro presenta condiciones excepcionales
para la farmacopea, la agroindustria y la alimentacidn.

Los analisis quimicos muestran que el fruto del borojé tiene allos contenidos en
fasforo, hierro, calcio, aluminio, sodio, polasic, manganaso, boro, cobre,
molibdeno, vitaminas B1, B2, B8, B12 y C, carbohidratos y la presencia de
aminodacidos como triptéfano, lisina, cisteina, leucina, fenilalanina, metionina,
tirosina, prolina, alanina, acido glutamico, glutamina, serina, glicina y arginina.

( Insfituto Nacional de Nutricién, 1967)

Se han identificade en el borojé grupos de metabolitos secundarios como
triterpenos (sesquiterpenclactonas), esteroles, taninos, flavonocides, saponinas,
nasfo y antraquinonas. (Frutales Silvestres del Choco, 1285)
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Desde el punto de vista medicinal ha sido un pilar fundamental de la evolucién
cultural del pueblo chocoano, ya que los indigenas Chocoes lo seleccionaron y lo
adaptaron para embalsamar cadaveres, practica que continuaron las comunidades
negras en las provincias del Atrato y San Juan, siendo este el primer uso
medicinal de Ia fruta del borojo. Se utilizé también en la primera fase en el ritual de
iniciacion de la pubertad (en forma de chicha como bebida alcohdlica).

Al producirge la interaccién entre el indio y el negro africano, se avanzo mucho
mas en la domesticacién de la planta y aparecieron otros usos del fruto bajo |a
forma de emplastos para curar afecciones renales, pulmonares y como
cicatrizante. Se afirma que controla la presién sanguinea, el colesterol y los
niveles de azdcar en la sangre y se utiliza para aumentar la potencia sexual y para
combatir la desnutricion. Estos usos han ido generalizdndese entre los chocoanos

de origen africano. Actualmente se utiliza para producir un vino de muy buena
calidad.

2.2.2 Descripcion de arbol del Borojé

El Boroj6 es un arbol de tamafioc mediano que alcanza hasta 5 metros de altura
cuando estd bajo sombra y a plena exposicion generalmente no pasa de 3.5
metros. El tronco, no excede de los B cm. de didmetro, tiene la corteza recubierta
de una epidermis escamosa caediza que se dispone en tiras en el sentido del
caule. Se ramifica simétricamente desde pocos centimetros del suelo, en
ejemplares cuftivados a plena exposicién solar. Las ramas primarias son opuestas
y forma sendas horquetas en angulo agudo. Las hojas, mas bien grandes eliptico-
lanceocladas, de un verde brillante en el haz y més atenuado en el envés, son
también opuestas, glabras, péndulas y flotantes cuando tiernas y después rigidas,
contraste que le da un aspecto altamente omamental al fellaje, sobre todo en
ejemplares jovenes; en la prefoliacién estan protegidas por dos estipulas
membranosas, opuestas, Es una especie dicica. Las inflorescencias masculinas
son terminales, en forma de capitulos, rodeadas de un par de bracteas, con flores
de corola tubular, de color blanco cremoso, implantada en un céliz corto y grueso,
anguloso por la reciproca caompresion en la inflorescencia. Por lo general possen
cinco estambres, de anteras lineales y filamentos filiformes estrechaments
aplicados a la pared de corola y ovario nulo. Las flores femeninas son también
terminales, solitarias, de corola semejante a la de las flores masculinas, pero
implantada en el cdliz, el cual corona el ovanc abultado en forma de barril, lo que
da a la flor fecundada, después de la caida de la corola, cierta apariencia de una
pequeia granada. El fruto es una baya carnosa, de unos 10 cm. de longitud y de
anchura insensiblemente menor, globoso o pomiforme, algunas veces ligeramente
piriforme, con &pice invaginado en forma de ombiligo, rodeado de una fimbria
apergaminada, emergente en el fruto interno y que se va doblando hacia adentro
hasta obturar parcialmente dicha cavidad a medida que el fruto se desarrolla, y
que se horra y ennegrece en la madurez. Es verde claro al principio y de color
sepia, acanelado o marrén cuando maduro. Su cascara es delgadisima, adherente
lisa y brillante primero, opaca en el fruto que ya ha llegado a su maximo desarroilo
y empieza a cubrirse de maculas irregulares dei mismo color de la pulpa cuando
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se acerca a la madurez. La pulpa, que constituye la mayor parte del fruto (86%),
que esta formada por el mesocarpo y el endocarpo unidos sin solucién de
continuidad, es al principio blanca y esponjosa y en la madurez de color castafic
oscuro © marrdén mas acentuado que el de la céscara, muy untuosa y adherente al
tacto, intensamente fragante con olor sui-generis. Las semillas son numerosas y
de forma irregular, aplastadas, con cuticula muy dura y rugosa y albumen corneo,
agrupadas en unos seis paquetes placentarios imegulares dentro del endocarpo
(Cuatrecasas, 1948).

2.2. 3 Marcadores iigados a la determinacién del sexo

El dioicismo es una regla en la mayoria de los animales. En e! reino vegetal, sin
embargo, se encuentra solamente aproximadamente en el 4% de las
angiospermas (Yampolosky y Yampolosky, 1922), aunque la frecuencia puede ser
indeterminada porque no se conoce mucho de las espacies tropicales donde la
existencia puede ser mayor que en ofras zonas del globo (Bawa,1980). El
dioicismo se presenta independientemente en diferentes familias y géneros
{Westergaard,1958), y en diferentes especies de plantas se han encontrado varios
mecanismos genéticos de regulacion (lIrish y Nelson, 1889, Durand y
Durand,1990). En contraste con la situacién encontrada en animales, en donde los
cromosomas sexuales diferenciados tipicamente controlan el dioicismo, €l
heteromorfismo cromosémico en especies divicas de plantas es la excepcion mas
que la regla. El género Silens, el cual tiene un bien caracterizado sistema
cromosdmico masculino XY vy femenino XX, es uno de los pocos géneros de
plantas en donde el sistema aparece similar al de los animales. La presencia de
cromosomas sexuales se ha reportado para otras angiosperma dicicas
(Westergaard 1958; Lewis y John 1868; Parker y Clark 1981), en los géneros
Humulus y Rumes. Con mucha frecuencia, el sexo en espacies de plantas dioicas
es controlado por |a expresién de alelos de uno o varios loci {Irish y Nelson, 1988)
especialmente en los géneros Sparagus, Vitis, Spinacia, y Mercunales. En la
mayoria de las especies examinadas en detalles, el estudio de la determinacion
del sexo es complicado por la presencia de alelos adicionales o factores que
pueden modificar e! efecto del gene principal en la determinacién del sexo {(Durand
y Durand,1990). El borojd, muestra un dioicismo perfecto: las flores femeninas
maduras no tienen ningtin componente masculino y las flores masculinas maduras
no tienen evidencias de estructuras femeninas (Cuatrecasas,1848). Estas
diferenciaciones fenotipicas sexuales claras, combinadas con su perennidad
natural y fa gran importancia econdmica del cultivo hacen del borojé una especie
de importancia para estudios de la determinacién del sexo.

2.2.4 |dentificacidén de marcadores moleculares ligados al sexo.
La aplicacidon de la biologia molecular para la investigacién agricola y ef

mejoramiento es altamente reconocida como una poderosa herramienta para la
mejor utilizacién de los recursos fitogenéticos, para la seleccidn eficiente de
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genotipos deseables, para agilizar el mejoramiento de cultivos v la introduccién de
genas mejorados de fuentes inaccesibles para la hibridacion sexual convencional
(Pérez de la Vega,1996).

Las técnicas de manipulacion y andlisis de los 4&cidos nucleicos han
experimentado importantes avances en los {ltimos afos especialmente en la
generaciéon de marcadores moleculares de ADN de gran aplicacién en el analisis
del genoma de numerosas especies vegefales con diversos objetivos
especialmente en frutales donde el periodo de juvenilidad y entrada en produccién
es largo. '

Los marcadores molecularas son secuencias de ADN que permiten diferenciar
entre genotipos. Estos pueden ser genes o segmentos sin funcion conocida pero
cuyo patron de herencia puede ser seguido facimente usande procesos de
laboratorio. Los marcadores moleculares han sido usados para mapeo de genes,
cualitativo y cuantitativo (King , 1894.}, fingerprinting (Vos et al, 1995), estudios de
diversidad genética, fiujo de genes, para localizar caracteres ligados al sexo
{Hormaza et al, 1994* Mandolino et al, 1999, Gill et al 1898, Spada et al,1998),
localizacién de genes de androesterilidad termo estable en arroz (Wang et al,
1895) , seleccion asistida por marcadores de los genes de restauracidn de
fertilidad masculina en trigo (Ma, 1895, Ma et al, 1995) y clonaje de genes. En
papaya ({Carica papaya), recientemente se describid [a identificacién de una sonda
de microsatélites (GATA),, especifica para los machos, la cual reveld diferencias
de sexo en todos los cuitivares analizados. El diagndstico de estos marcadores
microsatélites se usé para sexar plantas de papaya en las etapas tempranas de
desarrollo (1-2 meses), Ademds sugirid que el material genético de los
cromosomas X e Y es divergente en una manera especifica para el sexo y se
encuentra en un proceso de diferenciacién (Parasnis AS et al, 1999)

2,2.5 Descripcién de los marcadores moleculares RAPDs, RFLPs y AFLPs

Entre los marcadores ADN mas utilizados en estudios en caracterizacion
molecular de especies vegetales tenamos los “polimorfismos en la longitud de los
fragmentos de restriccidn ( Restriction Fragment Length Polymorphisms, RFLPs)
los cuaies se basan en el smpleoc de enzimas de restriceidn que son capaces de
reconocer secuencias en el ADN y cortarlo en ese lugar. De esta forma, el ADN se
ve reducido a una serie de fragmentos de un tamano determinado, de forma que el
nimera de fragmentos producidos y sus tamafio es una consecuencia de la
distribucion de las secuencias blanco reconocidas por ta enzima de restriccion a lo
largo del genoma. Los fragmentos asi producidos son especificos para cada
combinacién ADN/enzima de restriccion y se pueden usar como una huelia dactilar
especifica para cada ADN o para el organismo que contiene ese ADN, como una
medida directa de la variabilidad genética. La separacién de los fragmentos segn
su tamario se lleva acabo mediante electroforesis en geles de agarosa o



poliacrilamida. Los RFLPs en especies vegetales se pueden estudiar en ADN de
cloroptastos, de mitocondrias, o ADN gendmico (Hormaza ,1996, Tanksley et al.,
1989, Williams et al, 1890). |

i
Con la llegada de nuevas estrategias gurgidas a la luz de los recientes desarrollos
en la tecnologia basada en la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) han
aparecido nuevas variedades de marcadores. Entre estas técnicas, la mas
conccida es la del ADN pohmorﬂcd amplificado al azar (Random Amplrfed
Polymorphic DNA, RAPD). En este caéo se amplifican determinadas regiones de!
genoma medlante la tecnica de la reaccién en cadena de la polimerasa
(Polymerase Chain Reaction, PCR) por accién de una enzima ADN polimerasa,
Para realizar su funcién, la DNA pdllmarasa requiere un fragmento de ADN
preexistente que actiie como iniciadoi y sobre ef que se produce la sintesis del
nueve ADN (Williams et al, 1990,1993)

De esta forma, diferentes iniciadchs producen la amplificacién de distintos
fragmentos de ADN Los polimorfismos entre individuos, utilizando el mismo
cebador, pueden sugerit de dlferentES] formas. Una manera es mediante cambios
en la secuencia de nucledtidos en el lujar de unién del cebador al ADN impidiendo
la amplificacién de un fragmento detdrminado. También pueden surgir mediante
inserciones que hacen que los Iugéres de unién de los cebadores gqueden
demasiado alejados para que puedd tener lugar la amplificacién. Por ultimo,
inserciones ¢ delecciones pueden camblar el tamafio del segmento amplificado.
Como resultado, pequefias divergencias entre individuos resultan en diferentes
patrones de amplificacion (Pérez de la i\/ega, 1986, Williams et al, 1980,1993).

Comparando las diferentes técnicas para obtener marcadores moleculares
encontramos que el procedimiento de los RAPDs es relativamente sencillo ya gue
sélo incluye PCR y electroforésis de gél de agaresa. Asi mismo, sus polimarfismos
son usualmente visualizados sin necesidad de radiisdtopos. La reproducibilidad
de los marcadores RAPDs, sin embargo, depende del apareamiento degailb
de secuencia arbitraria de los iniciadores. Los iniciadores tienen una alta
composicién de AT y se aparean a lemperaturas bajas. Esto dificulta la obtencién
de resultados repetibles usando condiciones estandar de PCR de acuerdo al
nGmero de iniciadores probados. Asl mismo, las diferencias en la concentracion de
Mg"*, la concentracién de dNTPs, los parametros de los ciclos, y otras condiciones
afectan significativamente el rendimiénto de la reaccion de PCR, afectando la
reproducibilidad de algunos analisis dé RAPDs y la comparacién de RAPDs entre
laboratorios.

La deteccién de los marcadores RFLPs incluyen preparacién y marcaje de las
sondas de DNA, digestion de DNA$§ gendémicos numerosos con enzimas de
restriccion, electroforésis de gel e hlbrldacnén de tipo Southern blot. Estos
procesos son mucho mas laboriosos que el analisis del DNA por medio de RAPD.
Los RFLPs requieren de gran cantiddd de DNA gendmico ( entre 5 a 10 ng por
planta). Ademas, esta técnica reguiere de- un tiempo largo. Segan algunos
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reportes, el ndmero de polimorfismos de RFLP idantificados por prueba es bajo
{Jhy-Jhu et al. 1996).

La técnica AFLP combina estrategias de los RAPDs y de RFLP. El DNA es
digerido con endonucleasas de restriccién (Eco Rl y Mse 1) que son
particularmente estables, Eco Rl tiene un sitio de reconocimiento de 6 bp, y Mse |
tiene un sitio de reconocimiento de 4 bp. Al ser usadas juntas generan fragmentos
de DNA pequefios que pueden amplificarse bien y en un rango de tamario éptimo
(menor de 1kb) para ser separadas sobre el gel de poliacrilamida denaturante,
mientras que los pares de iniciadores y la estrategia de amplificacion no favorecen
la amplificacién de los fragmentas generados por las combinaciones Eco R - Eco
Rl 'y Mse | - Mse I. Sin embargo, esta técnica depende de una digestion de
restriccion completa, en la cual la concentracidn de DNA gendmico utilizado debe
ser alta (hasta 300ng/ul) y éste debe estar limpic de contaminantes como
nucleasas o inhibidores. Luego de la inactivacién de las endonucleasas, ios
fragmentos de DNA gendmico son ligados a adaptadores especificos para generar
el DNA molde para la amplificacién. Las secuencias de los adaptadores flanquean
la secuencia de DNA gendmico variable sirviendo coma sitio de ligamiento de los
iniciadores. Esta estrategia hace posible 1a amplificacién de muchos fragmentos
de DNA sin requerir una secuencia previamente conocida.

Los fragmentos de DNA son entonces amplificados por dos reacciones
consecutivas de PCR. Dependiendo de la complejidad del genoma se utilizan
iniciadores relativos para reducir el nimero de fragmentos amplificados. La
primera reaccién es llamada preamplificacién, en la cual los DNAs gendmicos son
amplificados con iniciadores de AFLP que contienen cada uno un nucledtido
selectivo. Los productos de esta reaccién son utilizados para la segunda reaccién
de ampilificacién selectiva, en la cual se usan dos iniciadores con 3 nuclectidos
selectivos. Cabe anotar que el iniciador selectivo para el sitio Eco Rl es marcado
con %3 antes de la amplificacién. La estrategia de los dos pasos de amplificacién
hace que los moldes de fragmentos de DNA usando condiciones de PCR estandar
sean altamente reproducibles. El factor mds importante en la determinacion del
nimero de fragmentos de restriccion amplificados en una sola reaccion de AFLP
es el numero de nucledtidos selectivos en los iniciadores. Asf mismo, la
composicion de C y G en los nucledtidos selectivos es también un factor
determinante en el numero de fragmentos amplificados. Tipicamente se amplifican
de 50 a 100 fragmentos de restriccion los cuales son detectados por electroforesis
en gel de poliacrilamida denaturanie. Asi esta técnica provee una poderosa
metodologia de huellas digitales de DNA para DNAs de diferente origen o
complejidad (Vos et al. 1995).

Un meétodo para determinar el sexo de las pianta dioicas del borojo en estado
juvenil facilitarfa la seleccion y diferenciacion entre plantas femeninas vy
masculinas para el estabiecimiento de cultivos con caracteristicas definidas.
Actualmenta no existen marcadores morfolégicos que permitan  identificar
caracteres ligados al sexo antes de la edad de floracion. Por lo tanto, los



marcadores moleculares hasados en el andlisis del ADN gendmico son una buena
opcion.

En este estudio se propone el usa de los marcadores moleculares ADN de tipo
AFLP para la determinacién del sexo en las plantas dicicas de borojé teniendo en
cuenta que:

8) se basan en el alto nimero de marcadores ADN tedricamente posible ya que
utilizan la abundante variacién existente en la secuencia de ADN tanto en
regiones codificantes como no codificantes del genoma.

b) No son dependientes de [a expresion de jos genes.

¢) Son generalmente inocuos para el individuo analizado, ya que una peguefa
cantidad de ADN es generalmente necesario para su caracterizacion (Perez de
la Vega,1997).

d) El Centro de Biologia Molecular y Biotecnologia de la Universidad Tecnolbgica
de Pereira ha utilizado los marcadores moleculares de tipo AFLP para
caracterizar el banco de germoplasma de morera del Centro de Desarrollo
Tecnolégico de la Sericultura (CDTS) del Departamento de Risaralda.

Los resultados del trabajo propuesto buscan aumentar la oferta de clones
seleccionados, caracterizados y sanos de un frutal tropical promisorio propio de la
biodiversidad colombiana, con miras a apoyar su explotacidn comercial sostenible
en beneficio de ila comunidad agricola y agroindustrial del pais.
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3. AREA DE APLICACION

Ciencias agronémicas y biotecnologia vegetat
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4. TIPO DE ACTIVIDAD Y USOS QUE SE DARA AL RECURSO
Tipo de Actividad: Investigacion

Los resuitados dei trabajo propuesto buscan aumentar ja oferta de clones
seleccionados, caracterizados y sanos de un frutal tropical promisorio propio de la
biodiversidad colombiana, desarrollando una técnica molecular para |a
identificacion temprana del sexo en las plantas de borojd, con miras a apoyar su
explotacién comercial sostenible en beneficio de la comunidad agricola y
agroindustrial del pais.

5. LISTA DE REFERENCIA DE RECURSOS GENETICOS, PRODUCTOS
DERIVADOS Y COMPONENTES INTANGIBLES ASOCIADOS, A LCS QUE
SE PRETENDE ACCEDER (NOMERE CIENTIFICO, NOMBRE VULGAR Y
NUMERO DE MUESTRAS)

RECURSOS GENETICOS
NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE VULGAR NUMEROC DE
. MUESTRAS
Borojoa patinoi, Borojé 5 hojas jévenes de 50
Custrecasas plantas de ambos sexos
PRODUCTOS DERIVADOS
NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE VULGAR NUMERO
FPRIMERS O Marcadores Moleculares |2
INICIADORES

6. LOCALIZACION DE LAS AREAS DE ACCESO Y DE REALIZACION DE LAS
ACTIVIDADES DE ACCESO {COORDENADAS)

a) DE RECOLECCION
b) UBICACION DEL AREA DE ACCESO

a) RECOLECCION

1. Cultivo privado en condominio campestre La Virginia (Risaralda})
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2. Cultivo experimental en el Jardin Botanico de la Universidad Tecnologica de
Pereira

b) UBICACION DEL AREA DE ACCESO
La virginia:
Coordenadas: Latitud: 04°53'43" N Longitud: 75° 52°42” O
In Situ: ) S ExSitu:

Jardin Botanico de la Universidad Tecnolbgica de Peraira

Coordenadas: Latitud: 4.81° 0 4°48.8" Longitud: -75.7° 0 -75°41.77°

¢} LUGAR DE PROCESAMIENTO Y/O USO DEL MATERIAL GENETICO,
LOCALIZACION

Universidad Tecnolbgica de Pereira, Centro de Biologia Molecular y Biotecnologia
(CENBIOTEP), Edificic de la Facultad Ciencias de la Salud, primer piso. Pereira,
Risaralda,

Coordenadas: Latitud: 4.81° 0 4°48.8" Longitud: -75.7° 0 -75°-41.77°

7. CRONOGRAMA INDICATIVO

ACTIVIDADES TIEMPO LUGAR METODOLOGIA

Selecciéon de las | Tmes Cuitivo privado en | Se escogerdn 5

plantas Condominia hojas Jévenes de 10
Campestre en la | arholes adultos

Virginia (Risaralda) y | fructificadas
Jardin Boténico de la | (hembras) y no

Universidad fructificadas
Tecnologica de | (machos que se
Parelra marcardn con  un

codigo asignade de
acuerdo al sexo en ef
cultivo privado de la
Virginia {Risaralda) y
40 plantas [6venes
del Jardin Botanico
de 1l1a Universidad
Tecnologica de
Peraira. Se
analizarén 50 plantas




Manejo 1 meses Centro de Biclegla | Las 6 hojas de cada
Mulecular yluna de las 50
Biotecnologla plantas S8
(CENBIOTEP) | maceraran an
nitrégeno liquido y el
polvo producto de
esta maceracién se
guardaran en tubos
cénicos de 50 ml a -
] 80|C
Investigacion 10 meses Centro de Blologfa | Dal material

Molecular
Blotecholagfa

macerado sé tomard
1 grama para ia
extraccion del ADN y
para la
experimentacién con
técnicas
moleculares.

Primero se
estandarizara las
mejores
combinaclonas de
iniciadores del
estuche de AFLPs
con los cuales
resuite mayor
numearo de
Infermacian. Una vez
identificadas eatas
combinaciones se
roalizardn log AFLPs
para ¢ada una de las
40 plantas y luego
se evaluara la
presencla de bandas
¥ 5u relacién con al
$6X0.

tas bandas
identificadas serdn
sgouenciarlas y con
la informacion de
esta sacuencia se
congtrulrdn en el
laboratorio dos
primers o inicladores
para desarrollar un
método basado en fa
PCR para fa

identificacion
temprana del sexo
en borojo.

Estandarizado este
método se aplicara
al ADN obtenido de

las 50 plantas por |

et



un experimentador
que desconoce la
codificacion para
probar sensibilidad y
especificidad.

Duracién aproximada: 12 meses

8. MATERIALES Y METODOS
8.1 Seleccion de las plantas

Se seleccionaran plantas hembras y machos en periodo de fructificacion que
permitan identificar claramente el sexo. Se trabajaran muestras de arboles de un
cultivo privado en la Virginia (Risaralda) y de un cultivo experimental que se
establecid desde el afio 2002 a partir de semillas obtenidas de frutos comprados
en un supermercado local las cuales fueron preliminarmente germinadas in vitro
utifizando como soporte vermiculila y posteriormente endurecidas en suelo estéril
y luago transferidas a campo en el Jardin Botanico de la Universidad Tecnologica
de Pereira. Se analizaran 50 plantas

8.2 Extraccion de ADN

Se tomaran hojas tismas del material del campo y se refrigeraran a -80°C hasta fa
extraccién del ADN. Para la extraccidn del material genético se utilizara el estuche
comercial Puregene de la casa comercial Gentra, (Minneapolis. USA) siguiendo
las recomendaciones del fabricante descritas para el manejo de material vegetal.
Se utilizaran 3 gr, de hojas tiernas por duplicado para cada arbol. EI ADN extraido
serd resuspendido en 300 ul de Tris-EDTA (pH 8.0) y luego se cuantificara por
absorcién UV en un espectrofotometro Shimadzu (UV-1601).

8.3 Reaccion de AFLPs

La reaccion para los AFLPs se llevaré a cabo siguiendo las recomendaciones de
la casa comercial GIBCO usando el estuche comercial “Analysis System 1" para
AFLPs, Se ensayaran diferentes combinaciones de cebadores para seleccionar
las que den un mayor niomero de bandas polimérficas. Los resultados se
examinaran en geles de secuencia de poliacrilamida al 6% y drea 8M y se tediran
con plata usando el estuche comercial "Sitver Sequence DNA Staining System” de
la casa comercial Promega siguiendo las especificaciones del fabricante.

8.4 Analisis de datos

Los geles serdn analizados en un transiluminador de luz blanca para determinar la
presencia o ausencia de la banda particular. Sé construirdn matrices de datos



binarios manualmente, indicandc con 1 la presencia y 0 |a ausencia de una banda
en particular. Los datos obtenidos se analizaran estadisticamente usando et
paquete NTSYS 2.0. Se buscaran aquellas bandas completamente ligadas a cada
uno de los sexos para buscar relaciones genéticas entre individuos y aprovechar
los datos que se estan obteniendo para utilizar ¢! indice de similaridad de Neiy Li
(1879).

8.5 PCR

Los bandas particulares que identificardn el sexo en la planta dloca del borojo,
seran aisladas y secuenciadas. Una vez obtenida su secuencia se disefiaran los
primers o iniciadores siguiendo el programa GENE Runner versién 3.0 y luego se
sintetizaran en un oligosintetizador de nucledtidos que permitird estandarizar una
PCR para identificacion temprana del sexo en plantas de borgjé.

9. MANEJO DE LA MUESTRA

Cada muestra de hojas jovenes de cada planta sera codificada por planta y sexo y
almacenada a -80°C en el Centro de Biologla Molecular y Bigtecnologia. Luego se
procederd a la maceracion de estas hojas con nitrdgena liguido y el polvo obtenido
se guardara en tubos conicos de 50 ml. debidamente etiquetados de acuerdo con
el codigo de las plantas. Luego se procedera a tomar 1 gramo de este material
para realizar la extraccion del ADN para realizar 1a experimentacién molecular. El
material sobrante se almacenara en los congeladores a -80°C que se encuentran
ubicados en CENBIOTEP,

10. EVENTUALES RESULTADOS ESPERADOS

De acuerdo con lo expresado en el proyecto la metodologia de marcadores
moleculares ha sido utilizada ya en papaya, para buscar marcadores ligados al
sexo ( Parasnis et al. 1999). El trabajo de Parasnis , basado en microsatélites, nos
dé una cierta seguridad de que este tipo de tecnologia es aplicable al problema
planteado. La posibilidad de determinar el sexo es méas apremiante en borojé que
&n papaya ya que la frutificacién en borojé requiere varios afios.

Como se puede apreciar en el estudio de papaya mencionado, la correlacion entre
los marcadores seleccionados y el sexo deber ser del 100% para poder utilizarla
de la manera propuesta.

10.1 Resultados Directos:

a) Obtencién de marcadores moleculares ligados a la determinacién del



sexo en borojd.

a) Seleccion de plantas de boroj6 sexualmente definidas que
permitan el establecimiento de cultivos comerciales sostenibles..

10.2 Resultados indirectos — impactos

a} Publicaciones nacionates e internacionailes.

b) Formacién y capacitacién de recurso humano en el tema.

c) Apoyo a lahores asociativas entre cultivadoras de borojo, viveros productores
de plantas y técnicos agrénomos.

d) Fortalecimiento institucional para el desarrollo de la fruticultura mediante la
utilizacién de recursos bioldgicos promisorios con la contribucion de las
técnicas de la hiologia molecular.

e) Conservacion de cultivos tradicionales de 1a regién.

f) Promocion de recursos fitogenéticos infra-utilizados

g) Colaboracion entre las instituciones que trabajan en biodiversidad.

10.3 Contribucion estratégica ai eje teméatico de Interés Regional
Aplicacion de las nuevas biotecnologias al estudio de especies de plantas

promisorias  infrautilizadas que permita su promocion, utilizacion y
comercializacion,

20



11. PRESUPUESTO INICIAL

Tabla 1. PRESUPUESTO GLOBAL DEL PROYECTO (en miles de pesos)

Rubros N
uTp TOTAL

PERSONAL 43.161 43,181
EQUIPQ _ 6.500 6.500
MATERIALES E INSUMOS 11.500 11.500
SALIDAS DE CAMPO 0 D
VIAJES 1.700 1.700
BISBLIOGRAFIA ' 500 00
SOFTWARE Q 0
PUBLICACIONES s00 500
SERVICIOS TECNICOS 0 0
CONSTRUCCIONES 1500  1.500
MANTENIMIENTC DE 1.800 1.500
EQUIPOS o
ADMINISTRACION 0 0
TOTAL 66.861 66.861

Tabla 2. DESCRIPCION DE LOS GASTOS DE PERSONAL (en miles de pesos)

FUNCION DEDICACIGN — |
INVESTIGADOR DENTRO Hora: Total
{NOMBRE} DEL o m: Horas al UTP |[TOTAL

PROYECTO |%8MaM | oiovecto

Investigador
Alvaro H, ii!?gria principal 10 430 6.926 6.926
Lucerp Rangifo R Coinvestlgador 10 430 10,713 10.713
Enrique Aguilar F Coinvestigador 10_ 430 10,012 10.042
Duverney Gaviria Coinvestigadar 5 430 7.755 7.765
Clara Inés Giraldo Coinvesligador 10 430 7.755 7.755

TOTAL 43.161




Tabla 3. DESCRIPCION DE LOS EQUIPOS QUE PLANEA ADQUIRIR (en miles

de pesos)
EQUIPO JUSTIFICACION uTP TOTAL |
Separacién de
Camara de fragmentos de ADN
electroforesis de los productos de
submarina PCR.
Aplicar diterentes
Fuente de poder|voltales para separar
de 3.500 ¥V los fragmentos de los 3.000 3.000
preductos de PCR
Registra permanente
: de los resultados
Equipo fotografico obtenidos  en  los 3.000 3.000
geles de secuenica
Paquete de Para formaer los geles
peines y de secuanclamiento
saparador para de diferentes 500 500
secusnciamiento | espesores.
6.500 6.500

TOTAL




Tabla 3%, DESCRIPCION Y CUANTIFICACION DE LOS EQUIPOS DE USO
PROPIO (en miles de pesos)

EQUIPO CONTRAPARTIDA
Centrifuga Refrigerada 11.000
Termociclador 8.600 12.000
Tamocilador 2400 9.000
Agitador 16.000
Congelador a -70°C 9.000
Cangslador a -30°C 4.000
Cabina de seguridad II 13.000
Microcentrifuga rafrigerada 10.000
Centrifuga refigerada B.000
Equipo de eleciroforesis 2.000
Lector de geles 11.000
Computador y accesorios 6.000
Destilador de agua 16.000
Secuenciadar manual 7.000
Transiluminador 6.000
Camara polaroid 2.000
Autoclave
10.000_|

Bafios da Aglia’

7.000
Balanza analitica

6.000
Espectrofotémetro )

22,000

Pantallas de radicactividad

5.600




TOTAL 192.000

Tabla 4. DESCRIPCION Y JUSTIFICACION DE LOS VIAJES {en miles de
pesos)

LUGAR | JUSTIFICACION | PASAJES | ESTADIA [ DIAS uTpe TOTAL
Presentacion de !
resuitados. !

Medellin Cangreso 500 1200} 5 1.7Q0 1.700
Ciencias :
Bioldgicas o :

TOTAL 500 1.200; 5 1.700 1.700

Tabla 5. DESCRIPCION DE LOS MATERIALES Y SUMINISTROS {en miles de
pesos) :

MATERIALES JUSTIFICACION [UTP ) TOTAL

Material plastico |

desechable {tubos | Aislamiento y :

conicos, pipetas, | procesamiento de 2.500 2.500

microfubos, puntas de | las muestras ‘

micropipetas y filtros)
Andlisis de las

. muestras y ]

Reactivos obtencién de los 7.000 7.000
resuttadcs )
Marcale de sondas !

Material radiactivo y productos de 1.000 1.000
secuenciacion
Registro de los .

Material foiografico resultados _.500 500_
Registra de los ’

Tinte y papel para|resultados y

impresora publicacion de . 500 500
estog

TOTAL 11.500 11.500
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IM IAMAYO

ROYALTIES - PATENTS + TRADEMARKS

Bogota D.C. 08 de abril de 2011

Doctora

CLAUDIA RODRIGUEZ

Ministerio De Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial
Direccion de Ecosistemas

Grupo de Gestion de Biodiversidad

REF: CONSULTA SOBRE CONTRATO DE ACCESO A RECURSOS
GENETICOS.

Cordial saludo,

De la manera més respetuosa me dirijo a usted para pedirle se sirva conceptuar si
se necesita o no el CONTRATO DE ACCESO A RECURSOS GENETICOS para
una investigacién sobre la “determinacion del sexo del Borojo (Borojoa Patinoi
Cuatrecasas ) mediante marcadores moleculares”, planta cuyas semillas de
Borojo fueron corgpradas en el “Supermercado La 14" de Pereira (Risaralda),
sembradas luego en un vivero de la Universidad Tecnologica de Pereira UTP y en
una finca del municipio de La Virginia (Risaralda) de cuyos cultivos se toman
muestras de las hojas.

Le agradezco que envié ,por favor, su respuesta a mi nombre a la Cra. 13 A
No. 28-38, Manzana 2 Of’cma 230, barque Central Bavaria, Bogota D.C.

Athen%/ /
CARLOS ORLANDO MAYA R.

C.C. No. 17.117.818 de'Bogota
T.P. No. 17.402 del C.§. J.

COLOMBIA: USA: !

Carrera 13-A No. 28-38 Bufete 230 COL 12010 TM Tamayo - E-mail: consultas@tmtamayo.net
el (574) 341 9841 / Fax (571) 243 5423 | 10000 NW 25 ThStUnit 1L ip@tmtamayo.com
Parqgue Central Bavaria 33172-2204

Boaotd D.C. / Colombia / Sur América | MIAMI/ FL, USA. | Web:  www.tmtamayo.com



