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UNIVERSIDAD TECNOLOGICA DE PEREIRA

01-112-126
Pereira, 22 de julio de 2004

112000-0500-12

EL SECRETARIO GENERAL DE LA UNIVERSIDAD
TECNOLOGICA DE PEREIRA,

CERTIFICA:

Que la Universidad Tecnolégica de Persira es un Ente Universitario Autdnomo dal Orden
Nacional, de caracler académico vincuiado al Ministerlo de Educacion Naclonal, creado
por virtud de Ia Loy 41 de 1958 y desarroflado por el Acuerdo 14 def 12 de oclubre de
1999 con NIT 891 480035-8.

Que en Ia actualidad su representante legal es el Ingeniero LUIS. ENRIQUE ARANGO
JIMENEZ. identificado con la cédula de cludadania nimero 10.059.486, reelegido como
Rectar por ¢l Consejo Supedor Universitardo, en virtud de la resolucidn No. 03 del 18 de
octubre de 2002, y segin articulo 24 del Estatuto General esiA capacitado para celebrar
todo tipo de contrato o convenlo para el cumplimiento de objetivos de la Institucian.

La presente ceriificacion se expide hoy 22 de jullo do 2004, para rdmite de registro de Ia
Marca Oro Duice ante la Superiniendencia de industria y Comarcio.

CARLOS ONSO ZULUAGA ARANGO
Secreta neral

Pada G

UNIVERSIDAD TECNOLOGICA DE PEREIRA - NVT. $91.380.035-9 - APARTADOQ ARRFX) 097
TEI- CONM, 321369007 . FAX: 1211266 PERETRA (RIS) ("O1,0MBIA - www.atp.edu.ce




Sefiores:

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

E. S. D.

LUIS ENRIQUE ARANGO JIMENEZ, mayor de edad. domiciliado en PEREIRA
identificado con la Cédula de Ciudadania 10.059.4868_ expedida,en PEREIRA,
acluando como representante legal de la MMD_&QEQL_I%LE
PEREIRA, coma_consta en el documentp adjuhtd, por medio respntd confiero
poder Especial pero amplio y suficiente *a los abogados CARLOS ORLANDO
MAYA RODRIGUEZ y/o GUSTAVO CALDERON ROSERO y/o CLARA TERESA
CORTES DE RODRIGUEZ, y/o CARMEN GRACIELA FLOREZ y/o ALBA NURY
GUTIERREZ y/o BLANCA LUCILA TAMAYO en su orden, identificados con las
Codutas de Ciudadania No. 17.117.818 de Bogota. 17.119.352 de Bogots,
22.429.053 de Barranquilia, 63.325.304 de Bucaramanga, 43.521.055 de Mcdellin,
46.666.992 de Duitama y portadares de las Tarjatas Profesionales Nos: 17.402,
14.557, 31.884, 97.983, 95.722, 95.719 del Consejo ..Superior de la Judicatura,
respectivamente, domicillados en la Camera 13 A No. 28-38 Mz. 2 Bullette 245,
Parque Ceniral Bavaria de Bogotd, Colombia, para solicitar de las oficinas v

autoridades comespondientes a SOLICITUD PATENTE DE INVENCION
"PROCESO_Y OBTENCION DE MARCADORES MOLECULARES PARA
DETERMINAR EL_____SEXO EN_ PLANTAS ____DE
BOROJO"

En consecuencla, mis apoderados quedan facultedos para dar ante dichas autoridades
todos los pasos necesarios en cumplimienio del objeto Indicado, como son: Elevar
solicltudes. cesiones, modificaciones, descripciones, protestas, declaraciones,
reposiciones y apelaciones, presentar observadiones, oposiciones, reclamos, respondar
observacionas y/o oposiciones, Solicilar Renovadiones, abonar lodos los impuestos y
cuolas de cualquier otros pagos detemmninados par la Ley; Recibir todos los documentos
presentados, solicitar testimonios, desistir y enmendar solicitudes, cobrar y percibir para
oponerse y protestar contra cualesquiera soliciludes, que a julcio de los apoderados
pudieran prasiarse s confusion o infringir 0 de cualquier modo perjudicar el derecho
marcario def Mandants. Al Mandatario se ie olorga autorizacion amplie y bastanle para
contestar todos los reclamos y demandas preseniadas ante autaridades administrativas y
judiciales, desistr de procedimientos, transar conflictos, pudiendo asl mismo sustiuir eate
poder en todo o en parie y revocar dichas sustiuciones, asi como también cualquier otra
diligencia relacionada con este proceso.

Del sefor Superintendente, ments,
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C. C. No. 10.059.486 PEREIRA

UNIVERSIDAD TECNOLOGICA DE PEREIRA - NIT M91.00.005-9 - APARTANO ALRKD) 097
TFI. CONMW. 3218691397 - FAX: 311 3100 PEREINA (RIS) COLOMBIA - www.ulp.eduto
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CONTRATO CESION DE PATENTE

Entra nasotros ALVARO HERNAN ALEGRIA SOTO, CLARA INES
QIRALDO ARISTIZABAL. DUBERNEY GAVIRIA ARIAS. ENRIGUE

AGUILAR FERNANDEZ y LUCERD RENGIFD RAMOS, domiciliados en
PEREIRA _ con cédvlae de ciudadanfa Nno. §0B67.110 de CALI, Mo,

S8 B70. 758 de BLGA, No, 84.376.043 "de CALI, No. 10.8551.302 de
PUERTO TE.IADA, y No, 21,258,109 de CALL, respecllvaments, mayores
de edad, y LUIS ENRIGUE ARANGO JIMENEZ, mayor de edad, vecing de
PEREIRA. idantificado con la cédula de ciudadanfa No. 10.059.488 de
PEREIRA qulen acifta gn nombra y represenlacion de la UNIVERSIDAD

[ECNOLOQICA DE PEREIRA, quien para los elecios de este contrato se
denominara EL CESIONARIO, por una parte, ¥ por la otra A

AN ALEGRIA SOTOD A_IN O ARISTIZABAL.
DUBERNEY GAVIRIA ARIAS, ENRIOUE AGUILAR FERNANDEZ v

LUCERC RENGIFO RAMOS, domiciliados en PEREIRA son cédulas de
ciudadania Ne. 8.067.110 de CALI, No, 3B8.870.750 de BUGA, WNo.
94.370.043 de CALl No. 10,551,302 de PUERTO TEJADA y No.
21.258.108 de CALI, respecllvamente, <gquisnas en adelanle se
danominaran LOS INVENTORES O CEDENTES, se¢ ha acordado sueecrbir
&l presenie contrato de Casian de Palrimenial y damas narmas ganarales
scbra la mataria ¥ @n espetial por las sigulentas clauselas:

PRIMERA- OBJETOD: LOS INVENTORES manlfisstan que de manera
valunlarla y gratuita, realizaran la Cesitn a favor de EL CESIONARIO, de
todos los darechoa pafrimonlales qua a ellos les carreepocnden ¢omo
craadores de la Invencion danominads: PROCESO Y DBTENCION DE

PM&RCADORES MOLEUULARES PARA DETFRMINAR EL SEXQO EN
BD »

ALCANCE DEL QBJETO: Los derechos aqul cadldos comprenden iodos
los derechoa patrimoniales {Reproduccién, tranélomacion, comunicaglon
publica y diatribucidn; v ae dan slo limlilacldn alguna es cwanto a
territorio se refiere; ssta Cesidn e da por toda al términe de duractsn
eslablecide en |m legislacidn vigente en Colombia.

TERGCERA OERECHOE MORALES: La <asién de los derechos anies
mencignades no implica la oesién de los derechos moraleg sobre |a
miema porgue de confarmidad con lo establacido en &1 articulo 22 de lg
Dec¢lsién 486/2000 de |la Comunidad Andina de Nacicnes estos derechaos
s0n irrenunciables, imprescriptibles, inembargables e Inallenables.

(LJ) 6\

UNIVERSILAD TICKINOGICA DE PERILIEA = NIT BOLASASY - APARTADO A LR D 0Ny
TEL. DOKM- 32 15603007 - FAX: 321 1285 PEREIRA (IAS) C0)| AMVIEIA - wwwnmrprdues



CUARTA: LOS INVENTORES O CEDENTES maniflestan que la obra
objeto dal presante contrato aa original y fue realizada por él sin violar o
usurpar darechos de terceros, por lo tanilo |la obra es de su exclusiva
autorla y detenta la titularidad de la misma, |a cual cede en virtud del

" presente conlralo.

Eridcogl fNo. 94.370.943 de CALI :

PARAGRAFO: En caso de presentarse cualquier reclamacién o accidn por
parte de un tercero en cuanto a las derachos dé autor sobre la obra en
cueslibn, LOS INVENTORES O CEDENTES asumirdn toda Ila
responsabllidad, y saldran en defensa de las derechos aqul cedidos; para
todos los efactos EL CESIONARIO actita como un tercero de buena fe.

QUINTA EXCLUSIVIDAD€¢OS INVENTORES O CEDENTES manifiestan
que los derechos sobre lagjobra en cuestion no han sido cedidos con
anielacién y que sobre ellos no yesa ningin gravamen ni limitacién en suv
vso o utilizacidn. o’ P

,I'

-4
Para constancia se firma el presenie.ocumento en dos {2) ejemplares
del mismo valor y tenor, en Pareira los ( ) del mes de
julio {(07)del alo dos mil cuatro (2004).
Firmas: .

&

AUTORES:

A. 4 R

ALVARO HERNAN ALEGRIA 5070,
C.C. No. 8.087.110 de CALI,

Gl &
CLARAUNES@EIRALDG ARISTIZABAL. -

C.C. Na. 38.870.756 de BUGA """"'-:ii...'. P

RNEY GAVIRIA ARIAS

LNIVFRSIDAD TRCNOLOGICA DE PERKIRA - NIT 191,480.0389 - APARTADO ARRRO 097
TEL CONM, 321569097 - FAX: 321 3206 PEREIRA (RLS) COLOMBIA - www.arp.edingn
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ENRIQUE AGUILAR E-RNAND§ f ;
C.C: Nog. 10.5%1.302 de P O TEJADA .
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EL CESIONARIO:
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*

{UIS ENRIQUE ARANIGO JIMENEZ

C.C. No. 10.059.488de PEREIRA
Rector
UNIVERSIDAD TECNOLOGICA DE PEREIRA
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PATENTE DE INVENCION
PROCESO Y OBTENCION DE MARCADORES MOLECULARES
PARA DETERMINAR EL SEXO EN PLANTAS DE BOROJO

RESUMEN Y OBJETIVOS
La presente invencién se relaciona con un método de
protocolo para Identificar el sexo de especies vegetalas,
particularmente el borojé, planta nativa del! Chocé en
Colombia a través de marcadores moleculares asoclados
al sexo de dicha especie vegetal.

Un objetivo de ta invencién propuesta es proveer dentro
de la invencién un procedimiento o protocolo para la
obtencién de marcadores moleculares ssociados a la
determinacién del sexo en especies vegetal s,
particularmente el borojé del Chocod

Otro objetivo es proveer una secuencia de 292 bases del
marcador molacular AFLP E-AAC/M-CAA

Otro objetivo es iguaimente proveer una secuencia d
nucledétidos correspondientes a unos iniciadores de 20 y
22 pares de bases para determinar el sexo de plantas
de borojé desde edad temprana mediante la reaccion
en ¢adena de la polimerasa que aqul llamaremos PCR..

Esta invenciéon se ubica en el Area de |la Biotecnologia.

Estado del arte

El borojé es una especie originaria del departamento d |
Chocd (Colombia) que pertenece a la tribu Gardenl a ,
género Magnoliopsida, orden Rubiales, familla Rubiaceae,
especlie Borojoa patinoi Cuatrecasas (Cuatrecasas, 1948).
Hace parte de los ecosistemas de vega de rio a lo larg del
Pacifico colombiano, es endémico de esta region,
ampliamente cultivado encontrandose desde Bahia Solano
(Chocé) hasta el ri Naya (limites de Valle y Cau a),
aungu actuaimente st& diseminada en todo el territorio



colombiano incluyendo la Amazonia y |la zona cafetera, ya
que se adapta desde los 0 a los 500 m.s.n.m, pero en
condiciones &ptimas, requiere precipitaciones mayores a
400 mm y una temperatura media de 28 *C. Los sitios de
producciéon comercial de la fruta son el Chocé (zona del
Atrato, Loré y Bajo San Juan) y el Valla del Cauca (regiétn
del Bajo AnchicayA y el Bajo Calima (Buenaventura)
(Constantino et al, 2000).

El boroj6 hace parte del pequeio grupo de plantas qu
florecen y que son sexuaimente dimérficas, las plantas
dioicas. Los arboles macho no productores de frutos, no se
diferencian fenotipicamente de las hembras antes de la
floracién, las inflofescencias masculinas son terminales, en
racimo, color blanco crema y (as flores femeninas son
solitarias, terminales y también color blance crema. El
fruto es una baya que en sus primeros estadlos es verde
claro y &l madurar se torna pardo rojizo, tiene un
mesocarpo carnoso con sabor aromatico y muy perfumad ,
tiene propiedades alimenticias por poseer aminoéacid s
esenciales y es fuente de calcio, hierro, fésforo y vitamina
C. Posee metabolitos secundarios de gran interés com
modelos quimicos para nuevas drogas. Ademés pos
propledades que le atribuye la medicina tradicional y
popular como diurético, cicatrizante, afrodisfaco vy
antitumoral (Gentry, 1982, 1988). Teniendo en cuenta
estas propiedades, la expectativa de mercadeo aireded r
de la fruta de borojé en el ambito nacional & internacional
o8 prometedora, la proyeccidon comercial muestra una
rentabilildad superior o igual a |la de ciertos cultivos
comerciales de I|la zona andina e interandina. t.a
produccién bajo condiciones naturales con técnicas d |
saber tradicional es de 5§ a 12 frutos arbol/affio durante | s
primeros 5 afios y de 12 a 30 frutas aArbol/afo para el resto
del periodo de utilidad (Mosquera y Arenas, 1995)

Las plantas fameninas de muchas especies dioicas son de

valor comercial por la pr ducciéon d frut s, tales ¢ m

e



papaya y kiwi o d s millas com pistacho, nu z moscada,
pimienta negra, por {o que se prefieren en altas
proporciones en un cultivo (Parasnis et al 2000, Ainsworth,
2000). Sin embargo en muchas especies dioicas el sexo no
es revelado sino hasta alcanzar ta madurez cuando
aparecen las flores, lo cua!l puede tomar de meses a afos.
Unas pocas especies dioicas contienen cromosomas
heteromo&rficos como Silene, Rumex y Humulus, lo qu
permite identificar su sexo citologicamete (Negrutiu et al,
2001). Sin embargo, muchas de las especies dioicas
carecen de cromosomas sexuales diferentes
morfolbgicamente, lo que ha generado un interés por
desarroliar estrategias de identificacion del sexo de plantas
dicicas a través de marcadores moleculares. Las técnicas
basadas en PCR {(Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
han sido de gran utilidad y han sido explotadas para
detectar diferencias entre plantas masculinas y femeninas a
nivel molecular. Existen en vegetales varios marcadores
meoleculares ligados al sexo generados ya sea a traves de
estudios de mapeo genético (Spada et al, 1998, Liu et al,
2004) o de investigaciones encaminadas a encontrar
marcadores ligados al sexo de especies agronomicamente
importantes, por ejemplo se han usado microsatélites para
identificar diferencias especificas de sexo en papaya,
Carica pgpaya (Parasnis et al, 1999), AFLP para la
identificacidn de marcadores ligados al sexo de Dioscorea
tokoro (Terauchi y Kahl, 1989) de esparrago Asparagus
officinalis {Reamon-Buttner et al, 1999) y patrones de bandas
RAPD ligados al sexo de marihuana Cannabis sativa L.
(Mandolino et al, 2002), de 4&lamo Salix viminatis L.
(Alstrom-Rapaport et al, 1998) de Atriplex garrettii (Ruas et
al, 1998) y de Silene latifolia (Nakao et al, 2002). En
espeacies como papaya y kiwi el diagnodstico del sexo puede
realizarse desde estados tempranos de desarrollo de la
planta gracias al disefto iniciadores de PCR a partir de
marcadores molecutares (Parasnis et al, 2000, Deputy et al,
2002, Gill et al, 1998)_



. Problema téanilco que se soluciond

Uno de ias dificultades que presenta el cultivo del borojé s
poder reconocer ei sexo de las plantas antes de la
fioracién, aspecto que serla muy ventajoso a la hora de
establacer un cultivo. Pero no existe un método basado en
caracteristicas como formas, tamafios, apariancia de la
planta, hoja o fruto para distinguir las plantas femeninas de
las masculinas antes de que astas florezcan. Cuando se
aestablece un cultivo sin conocer el saxo de las plantas, es
probable que cuando florezcan aproximadamente ia mitad
resulten machos y asto representa un costo en espacio,
tiempo y dinero debido, a que estos Arboles machos no van
a producir frutos. Si se pueda determinar el sexo de
plantas de borojé en edad temprana, se puede disafiar el
cultivo y determinar cuantas plantas masculinas seran
suficientes para polinizar las plantas femeninas, sto
permitiria establecer cuitivos comerciales mas productivos.
Se evitard de esta manera sembrar plantas macho
improductivas con la consiguiente pérdida de tiemp ,
espacio de sembrado y recursos, aunque algunas sean
necesarias para los procesos de fertilizacion.

Nosotros obtuvimas dos marcadores moleculares
especificos para plantas masculinas de Borojoa patinoi C.
obtenidos mediante AFLP, determinamos |a secuencia de
nucledtidos de uno de ellos y estamos trabajando para
obtener la secuencia del segundo marcador. A partir de la
secuencia de nucledtidos ya obtenida diseflamos
iniciadores para determinar el sexo de las plantas en edad
temprana mediante PCR.

D.- Desoripcion y figuras acompafiante

La descripcibn para el procedimiento de l(a pres nte
invancion se acompafia de las siguientes foto-figuras a
saber:

La figura fot 1 corresp nde al marcedor AFLP E-AAC/M-
CAA as ciado al sex d plantas de borojo, en dond Ila



flecha indica 1a banda especifica para planta masculina;

La figura o foto 2 corresponde al marcador asociado al sexo
en plantas de borojd, en donde ia fecha indica la banda
especifica para plantas masculinas, siendo marcador AFLP
E-ACC/M-CAT;

La figura o foto 3 presenta el diagnostico de sexo en
plantulas de borojé mediante PCR. en donde ia presencia
de banda superior corresponde a plantas macho n
productoras de frutos y la banda inferior corresponde a
dimeros de iniciadores;

La figura o foto 4 presenta el diagnostico de sexo de
plantas de borojo aduitas mediante PCR en donde la
pressncia de banda corresponde a plantas macho.

La invencién se basa en procedimientos conforme al
protocolo que se describe en las siguientes etapas:

E.1 Extraccién de ADN:
Para realizar la extraccion de ADN el protocolo consiste en:

1. Macerar el material vegetal (hojas tiernas) con
nitrégenc liquido.

2. incubar 100 mg de cada muestra con 1.5 mi de buffaer
de extraccién (500 mM de Tris, 1.4 M de NaCl, 2 % de
CTAB, 0.2 % de mercaptoetanol y 20 mM de EDTA) a
65 °C durante 60 minutos, mezciando ocasionalmente
por inverslén.

3. Completar volumen a 2 ml con cloroformo:ai¢c hol
isoamilico 24 : 1 y mezclar por inversion.

4. Centrifugar durante 10 minut s a 10.000 rpm a 4 °C.
Separar fase acu sa en otro tubo.



5. Repetir ol paso 3y 4.
&, Repstir ®l paso 3 y 4.

7. Adigionar a8 1a faaa scuqssé 2/3 del volumen de
isopropane! frio.

8. Despuks de inoubar 2 horas & =20 *C. centrifugar a
10.000 rpm durente 10 minutos & 4 °C,

8. Lavar sl pracipitado con 1 ml de atanol 8l 76 % y 10
mM de acetatc de emonlo, incubar 20 minutos a 4 °C,

10. Cantrifugar duranta & minutos 2 10.000 rpm a 4 *C.

11. Dsacartar sobrenadantas, dejar saecar sf precipitad y
resuspender an 200 pyl de buffer TE (Triz 100 mM,
EDTA 10 mM).

12. Adigionar 2.5 gl da RNasa A (10 mgiml), & incubar
duranta 30 minutos a 37 °C,

13. Precipitar con 400 pl de etanol absoluto ¥ 20 ) de
acatatc cde aodlo 3 M, dejar a ~20 °C duranta 30
minutos.

14. Centrifugar 5 12000 rpm durante 15 minutos a 4 *C.

16. Lavar al praclpltado con etanal gl 70 %, dejar sacar
y rasuspender an 200 ul de TE.

E.2 Reagcioness de AFLPs:
Se usd el estuche comerclal AFLF Analysis System |I° de
Invitrogan.

alLas regoni nad de digestién enzimética ¢ n EcoRI/Ms |,
la llga |16n dea adeptadoras y Ila reaccién ds
preamplificacidon 8 r alizaron on 300 ng de ADN

\



inicieles, paro a la mitad del volumen racomangado en
las espacificaciones del sstuche comarcial.

sLag diluclonas se modificaron como & desoribe en el
sigulents protocolo:

1.- Se digirleren 200 ng da ADN con 1,25 U de EcoR} ¥
da Msal, an tampon §X en un voalumen total de 12.5 ul
a 37 "C por 2 horas.

2.- Despuée da inactivar las endonucieasas & 70 °C
por 15 minutes, se realiza fa ligacién de los
adaptadores, usando 12 yl de |a soiucidn para ligactén
de adaptadoras EccRI/Ms#l v 0.6 U de T4 ADN ligasa
g8 20 *C durante 2 horas.

d.- Esta mezcla se diluye 10 veces para Ia regacldn de
PCR+1, la que se hace en un volumen de 26 yl y
contiene 20 yl de e mezcla de cebadores para
preamplificacion, 2.5 yl de tampdn 10X PCR con Mp,
2.5 U da Tag ADN polimerasa y 2.5 ||| da ADN dijuide
del paso anterior.

4.- El programa de temperaturas es: 20 ulnlds de 54°C
por 30 s#g, S6°C por 60 sag y 72"C por 60 sep.

6.- Para la ampiticacidn selective (PCR+3), al
producto del PCR+1 se diluye 25 vocaes, ¥ 58 haae yne
mezcla de 2 Y| da tampén 10X PCR can Mg, 7.9 yl de
agua ultrapura, 0.5 U de Tag ADN polimerasa, 4.5 yl
de la mezcia cebador Msal/dNTPs, 0.5 yl de cebador
EcoRl ¥ § yl de ADN preamplificado vy diluide, en un
voluman final de 20 yl. Loa cebadores EcoRI| y Msal
que praesentarcon una banda especifica para plantas de
sax0 mascuiling fueron: E AAC = M CAA vy E ACC = M
CAT

6.~ El programsa de temperaturas ag: &) 1 iclo a 94°C



par 30 seg; 86 *C por 30 seg y 72"C por 60 seq; b) 13
ciclos an loa que la temperature de alineamienta bajd
0.7 *C an cada ciclo; o) 23 cigloa a: §4°C por A0 seg,
E6°C por 30 seg y 72"C por BD sag.

E.3. Separasidn electroforética de loa praductos de Ia
reasclén de AFLP

Sa realiza una sisctroforesia en TRE 1X para separar 1os
prodictos del PCR+3 an un gel de pollacrilamicda al 8% y 7
M de urea preparado también an TBE 1X:

1. Uno de los vidrias sa trata con Sigmacate (Slgma), o gque
facilita separar al gel del vidric después de la corrida
alactrofordtica.

2. Para\siamante, al otre vidric ae trata con BindSHan
(Promaga), reactive que favorece la union del gel sobre ai
vidrio y parmite raalizar la tincién da plata sobre dste.

3. Los productos de PCR+3 g8 diluyen & la mitad con
tampdn de carga (85% de formamica, 1 mg mL-1 de xilen
clanol, 1 mg mL-1 da azul dé bromofenol y 10 mM EDTA) ¥
s4 denaturan durania 3 min a 96*C,

4. 8Ba colocan en hielo Inmadiatameants, y se mantienan slll
hasta servir en el gel.

5. El gel se pre-comre sdlo con tampon de cargs #n algunos
pozas, por 25 min antas de cargar las muestras.

8 L& corfida se reallza a 87 W por2,0a25hahesta & m
antea da caar &l Xilen ciancl deede el gel.

7. Para visualizar las bandas de ADN an &l gal sa tifie con
nitrate de plata siguiendo las instrucei nes dal satuh
comercial “Siivar Segquanc DNA Steining Reagenis” de
Promega.



E.4 Secusnolacién ds los marcadarea

El marcadar azoclado a sexo de la combinacion E-AAC / M-
CAA se putificd & partir de tres muestras direatamante del
gel de acrllamida tefiida con nitrato de plata. El métoda de
puriflcacidn fusa ol sigulente:

e Adiclonar 10 yl de TE o agua sobre la banda en g#l tedido
eon nitrato de plata.

« cortar la banda con bisturl y picaria blen

» colocar en unh appendor{

Adicianar 20 pl da TE c agua

Colocar 5§ minutos an agua hirviendo

Centrifugar 2 minutoes a 6000 rpm

» Tomar 10 pi da ecbrenadante y hacer PCR con Jas
mismas condicionas de Ilos pAs0E & vy 6 de & reaccion de
AFLP.

El producto da PCR se anallza en una slactroforesis de
poliacrliamida al 12 % y se putifica nuevamente usand al
misma protocolo anterlor. Sa realiza la reaccién de
secuenciacion a partir del producte purificado, siguiendo la
Inatrucciones def manual dal estuche comeroial "Sllver
Saquance DNA Sequencing Reagents” da Promega, de la
aiguisnie manera:

1. Sa prepara une reaceldn que contiene: 10.8 ul de H20,
10 pl de “DNA sequencing 5X buffer®, 10 ul de product
purificado de PCR, 1.2 de cabpdor y 2 pl de Taq
polimerase. Esta mezclm 38 reparte entrgé cuatro tubos,
adicionando 8 yl a cade une ¥y qua contlenan 4 pi de
ddATP, ddCTP, ddGTP y ddTTP respactivamante.

2. El programa de amplifioacién &8 & siguiente: 85 °C 2
min, 50 clcloa a 95 *C 30 seg, 60 °C 30 seg y 70°C 90 sag.

El resuitad e cbaervd an un gel da acrilamida al 8% y 7 M
de Grea, a partir del cugl 89 realizaron |as | cturas de las

¥



sacuenclas, La gacuencia concanao fua:

GGGAATTCOATIGACTGCGTACCAATTCAACATCTGACGTATTTAT
AGTCTCAAACTACGTGTCAATTOTGCAAATAAAATTITIG TTGATG
ATTGTTGTCATTCCAAAGTITGAAGTAAAAATCAGCTGCTAGCAA
ATGTAATCTGATAAGTATCATCTTTTGATCCATTGATATTCCCIGT
TCTGTGACGGATAAACATAGAATGCTTTTCTGTITICATITCTTCA
TITATGATGCCATCAGTTCTITGCATTTGTTTGGTGTACTCAGGAC
TCATCATCACTAGTGATC

E.§ DisoMNo da Iniciadorss para PCR

A partir de la secusncia anterior y usando al programa
Gane Runner versién 3.0 se diseharon dos inlciadores para
simplificar |a tkcnica de identificacién de sexo de plantas

de borojo a un PLR, u
BM1a; 8- TETTAATGATTCTTGTCATTCC- 3°
BM1b; 5- AAATTGCAAAGAACTGATGD - &

K.8 Reaccionss de PCR

’ ”~
Las reaacciones de PCR se reslizeron de Ia sigulente
menera: 7.63 ul de H20, 1.5 uyl de bulferiOX, 0.8 ul d
MgCl2 25 mM, 0.3 pl de una mezcia de dNTPs 2.5 mM, 0.88
Hl de inicisdor 1a, 0.78 yl da iniciader 1b, 0.1 pl de Taq
DNA polimerasa ¥ 3 pl de ADN,
Los productos de ;mplifl'cat:lén 88 cbservaron en geles de
dgarosa &f 2 %.



REIVINDICAG|ONES

1.- Un proceso para chtaner unos marcadores molecularas
ascciados al sexo de especies vegetalas, particularmente
da la especte Borojo (8orcfoa Patipoi Guatrecanas), que
comprende un protocnla de pasos a saber:

« Extracclén del ADN de ia especia borojo,

= Efectuar reacciones AFLFa con dicho ADN,

» Separaclén slactroforetica de (os productos de |as
reacciones de AFLPs,

* Beouvenciar |oe& marcadores moleculares asociedos al
sexo

» Disefiar los iniciadoras para diagnosticar &l saxo por
resccion an cadena de polimerasa PCR.

2.- Procaso conforme a la reivindicacién 1 an dond Ia
extracglén del ADN caracterizada por los eiguientes pasos:

2.1.-Macerar &l material veagetal {hojas tiarnas) ocon
nitrégeno liquide.

2.2 -Incubar 100 mg da cada muastra con 1.5 ml de buffar
{500 mM d# Tris, 1.4 M de NaCl, 2 % de CTAB, 0.2 % da
marcaptoetancl y 20 mM de EDTA) de sxtraccidn e 83 °C
durante 80 minuios, mezclande ocasionaimente por
invaraidn.

2.3.-Compiatar vaolumen a 2 mi ocon oloroformo aicohol
isoamilico 24 . 1 y mezclar por Inversién.

2.4.- Centrifugar duranta 10 minutos a 10.000 rpm a 4 *G,
Separar fass souosa en otro tubo.

2.5.- Repatiralpa o3 y4.

14



2.6 Repatir gl paso 3 y 4.

2.7 Adlcionar a la fase acuosa 2/3 del wvolumen de
isopropansl fric.

2 8 Después de incubar 2 horas a -20 *C, camtrifugar a
16.000 rpm durante 10 minutoe a 4 °C.

Z.9 Lavar &l praclpitado con 1 mf de etanal al 76 % v 10 mM
da acatato de amonio, incubar 20 minutos a 4 °C.

2.10 Centrifugar durante % minutoé & 10.000 rpm & 4 *C.

2.11 Descartsr aobrenadante, dejar secar al precipitado y
resuspander an 200 pl de buffer TE (Tris 100 mM, EDTA 10
mM).

2.12 Adicionar 2.5 yl de RNesa A {10 mg/ml), & Incubar
durante 30 minutos a 37 °C.

2.13 Precipitar con 400 pi de atancl absoluto y 20 pl de
acetato de sodio 3 M, dejar a 20 *C durante 30 minutos.

2.14 Centrifugar & 12000 rpm duranie 15 minutos a 4 "C.

2 16 Lavar el preclpitado con stancl al 70 %, dajar sezar y
resuspeandar an 200 p! de TE.

3.- Procesc confarma & |a relvindiceaién 1, cargcterizada an
gque las raacciones de AFLPa 3e& efentlia a traves de
reaaccidn da digestidn enziméatica con ECORI/Msel an dande
la ligacién de sadaptadores y I[a reBccion das
preampiificacidn s& afectCan socbre 300 ng de ADN
iniclales pero solo a la mitad dal volumean racomendados
an losa parametros del este b comercial AFLP, ¥ &n
donde las dilu lone conllevan el siguisnte protoc 10
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« Se digirleran 300 ng de ADN con 1,256 U da EcoR| y d
Msel, an tampdn 5X 2n un volumen total da 12.5 yl a
37 "G por 2 horas.

¢ Después da inactivar las endonuocleases & 70 "C por
15 minutos, sa realiza (a ligaclién d& o3 adaptadores,
usando 12 yl de la selucién para ligacién de
acdapiadores EcoRI/Mael v 0.5 U de T4 ADN lipasa a
20 °C durants 2 horas.

s Eséta mezcla s8 diluye 10 vetas paca la reaccidn de
PCR+1, |la que se hace en un wvolumen de 26 yl y
contlene 20 yl des Ila mexcla de ocebedoras pare
praamplificacidn, 2.5 yl de tampdn 10X PCR con Mg,
2.5 U d&a Tag ADN polimerasa y 2.5 y! de ADN diluldo
del pgso anterior,

» El| programa de temperaturas a&8: 20 clclos de 84°C
por 30 sag, 58°C por 80 seg y 72*C por 60 sag.

« Para la amplificacién selectiva (PCR+3), ef producic
del FCR+1 x» diluye 25 veces, y 8&a hace una maez |a
de 2 yl de tampdén 10X PCR con Mg, 7.9 Yl de agua
ultrepura, 0.5 U de Tag ADN polimerasa, 4.5 yl de Ia
mezcla cebador Msel/dNTPsa, 0.5 ul da cabsdor EcoRI
y 5 yl de ADN preamplificade y diluido, en un volum n
finai de 20 yl. Los cebadoras EcoR| y Mael que
pre2entaron una banda aspecifica para plantas de
aaxo masculing fueron: E AAC - M CAA Yy E ACC - M
CAT

» El programa d« temparaturas es: a) 1 cioclo g 94°C por
30 seg; 86 "C por 30 seg vy 72"C por 50 Beg; b) 13
cicios sn los que Ia tamperatura de alinsamiento bajé
0.7 *C en cada cicloc; c) 23 ciclos a: 94°C por 30 sep,
58°C por 30 seg y 72°C por 60 seg.

4_- Proceso conforme a la reivindicacidn 1, caracterizado
pr la s para ion slaotroforética de los productos de
redcciéon da |l FCR+3 de AFLP en un gel d polia rilamida
al 8% y 7M de urea, dicha urea igualmant praparada en
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TBE 1X, y conforme a los siguientes pasos y criterios.

e Uno de los vidrios se trata con Sigmacote (Sigma), lo
que facilita separar el gel del vidrio después de la
corrida electroforética.

o Paralelamente, el otro vidrio se trata con BindSilan
(Promega), reactivo que favorece la union del gel
sobre el vidrio y permite realizar ia tincion de plata
sobre éste.

« Los productos de PCR+3 se diluyen a la mitad con
tampén de carga (95% de formamida, 1 mg mL-1 de
xilen cianol, 1 mg mi-1 de azul de bromofenol y 10
mM EDTA) y se denaturan durante 3 min a 88°C.

e Se colocan en hielo inmediatamente, y se mantienen
alll hasta servir en el gel.

s El gel se pre-corre sbélo con tampdn de carga en
algunos pozos, por 25 min antes de cargar las
muestras.

e La corrida se realiza a 87 W por 2,0a 2,5 h o hasta §
cm antes de caer el xilen cianol desde el gel.

e Para visualizar las bandas de ADN an el gel se tifle
con pnitrato de plata siguiendo las Instrucciones d |
astuche comercial “Sliver Sequence DNA Staining
Reagents® de Promaga.

5.- Proceso conforme a la relvindicacién 1, caracterizado en
que |a secuencia de uno de los marcadores parte de una
purificaciébn del! marcador asociado al sexo de Ila
combinacion E-AAC/ M-CAA sobre tres muestras de un gel
de acrilamida tefiido con nitrato de plata, dicha purificacién
siguiendo el protocolo de

e Adicionar 10 pyl de TE o agua sobra la banda en gel
tefiido con nitrato de plata.

e cortar la banda ¢ n bisturi y picaria bien

e colocar en un eppend rf

o Adicionar 20 ul de TE o agua



s Colocar 5 minutos en agua hirviendo

o Centrifugar 2 minutos a 8000 rpm

o Tomar 10 pl de sobrenadante y hacer PCR con las
mismas condiciones de ios pasos 5 y 6 de ia reaccidn
de AFLP.

8.- Proceso conforme a las reivindicaciones 1 y 5
caracterizado en que el producto de PCR es analizado n
una electroforasis de poliacrilamida al 12% se vuelve a
purificar conforme al protocolo anterior, de modo que dicha
secuenciacion se realiza a partir del producto purificad vy
conforme a las instrucciones siguientes:

e Se prepara una reaccién que contiene: 10.8 ul d
H20, 10 pyl de "DNA sequencing 5X buffer", 10 ul de
producto purificado de PCR, 1.2 de cebador y 2 pl de
Taq polimerasa. Esta mezcia se reparte entre cuatro
tubos, adicionando 8 ul a cada uno y que contienen 4
pl de ddATP, ddCTP, ddGTP y ddTTP
respectivamente.

o El programa de amplificacion es el siguiente: 95 °C 2
min, 50 ciclos a 95 °C 30 seg, 60 °C 30 seg y 70°C 90
seg.

7.- Proceso conforme a las reivindicaciones 1, 5 y 6
caracterizado ademas en que el resuitado se observa sn un
gel de acrilamida al 8% y 7 M de urea, a partir de 1o cual se
obtuvo por lectura la siguiente secuencia: de 292 bases d |
marcador AFLP E-ACC/MCAA:

GGGAATTCGATTGACTGCGTACCAATTCAACATCTGACGT
ATTTATAGTCTCAAACTACGTGTCAATTGTGCAAATAAAAT
TTTGTTGATGATTGTTGTCATTCCAAAGTTTGAAGTAAAAA
TCAGCTGCTAGCAAATGTAATCTGATAAGTATCATCTTTTG
ATCCATTGATGTTCCCTGTTCTGTGACGGATAAACATAGAA
TGCTTTTCTGTTTTCATTTCTTCATTTATGATGCCATCAGTT
CTTTGCATTTGTTTGGTGTACTCAGGACTCATCATCACTAG



TGATC

8.- Proceso conforme a ia reivindicacion 1, caracterizado en
que los Iniciadores para PCR se identificaron ¢ n
utilizacién de un programa, Gene Runner version 3.0.

Los iniciadores son:

BM1a: 5- TGTTGATGATTGTTGTCATTCC- 3’
BM1b: 5'- AAATTGCAAAGAACTGATGG - 3'

9.- Proceso conforme a Ias raivindicaciones precedentes
que se caracteriza en que las reacciones en cadena de
polimerasa PCR, 8eé realizan segun l0s siguientes pasos:

7.83 yl de H20, 1.5 ul de buffer10X, 0.9 ul de MgCl2 25
mM, 0.3 pl de una mezcia de dNTPs 2.5 mM, 0.88 ul de
iniclador 1a, 0.78 ut de iniciador 1b, 0.1 pl de Tag DNA
polimerasa y 3 ul de ADN.

En donde los productos de amplificacién se obsarvan en
geles de agarosa al 2%.



RESLMEN

Esta invencidn se refiare a un procedimiento o© protocolo
para idantificar sl sexo de easpecles veagsteles
particularmantea al borojd, plenta nativa de Chocd an
Colombia, mediante uvnos marcadores moleculares
asaciades al eexc de dicha planta. Més en particular |a
invencien proiege una sacusncia de un nimero de bases
dal marcader AFLP E-ACC/M-CAA y 2 la aacusencla de
iniciadoras de 20 y 22 pares de basas para diagnosticar el
pexa vogetal rmedianta |a técnlca dal PCR o reaccién en
cadana de Ia Polimerasa.
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Radicacién No 04-38188

Conoepto No. 814 Clasificacion Intemacional de Patentes  C 12N 1510

Practicado e examen da acuerdo a o establecido n el Art 38 de la Decision 436 se determind que esta solicitud
de Patento de Invencldn:

REVISION TECNICA

SI[¥] NO{ ] ConBene un resumen de iainvencion (At 28-g).

Si[¥] NO[] Contiene el titulo 0 nombre de la invencidn (Art27-d).

SI[Y] NO[ ] Contleneiadescripcidn dela invencidn (Art 26-b).

SI{”] NO{] NOAPLCA[ ]ConSens los dibujos necesarios para comprender la invencion (Art.28-d)
Si{v] NO{] Contisne una o mis reivindicaciones. (Art.26-c).

SI[{ ] NO[] NOAPLCA{”] Han sido desarolados los producios yio procedimientos a parfic de
recursos gendlicos o de sus productos derivados do los que cuaiquiera de los Paises
Miembros es pais de origen. (At 26- h).

SI[] NO[] NOAPLICA [7] Los producios y/o procedimientos han sido oblenidos o desamoliados a
pastir de los conocimienios iradicienales de las comunidadas indigenas, afroamesicanas, 0
locales de los paises miembros, de acuerdo a io establecido en {3 Decisién 391 y sus
modificaciones y regiamentacionas vigentes.(Art.26).

Sif<] NO[] Lainvencidn se refiare a un producto relativo a un material bioldgico. (Art 26-J).
SIf ] NOf | NOAPLICA[Y] Laproridad coincide con ka materia relvindicada.
SI(¥] NO[ ]} CUMPLELOSREQUISITOS TECNICOS

REVISION JURIDICA

SI[¥] NO[] NOAPLICA [ ]Presentd ol documento en que constz ia cesidn del daracho 2 ia paiente
oforgado por ¢l Inventor ol solicitants 0 a su causante (art 26-k,Dec 486/2000).

SIj¥] NO[ ] NOAPLICA[ ] Presentd el poder oiorgado o abogado, con el lleno de los requisiios
juridicos exigidos.

SI{¥Y] NO[] NOAPLICA [ ] Acreditolaexistencia y representacion de la socladad solicitants.

Si[ ] NO[] NO APLCA [¥] Presanto la copia certificada de lo prioridad invocada en los thrminos
establecidos en los asiculos 10y 11, Dec. 488,

S[”] NO[] CUMPLELOSREQUISITOS JURIDICOS

[ 1OBSERVACIONES Y OTROS:
Carrera 13 No. 2700 Pisos 5, 7 y 10
Conmutador: 382 0840
Fax: 350 5220
m &m E-mail: info  sic.gowca
o www.sic.gov.co

Bogotd, D.C., Colombia
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
Folio 28

2020

Bogota D.C.,

Doctor{a)

CARLOS ORLANDO MAYA RODRIGUEZ

Apodersdola)

REFERENCIA:  Radicacion No. 04 88188

Trémite 002
Evento 001
Actuacion 416
Oficio No. 1648
Folios 001

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, retine los requisitos de forma establecidos
en los articulos 26 y 27 de la Decision 486 de la Comisién de la Comunidad
Andina, y en |as demas disposiciones vigentes sobre la maiaria, se envia el
exiracto de la solicitud a la Oficina de Comunicaciones pama efecto de su
publicacién en la Gaceta de Propiedad Industrial, conforme 10 establece e!
articulo 40 de la misma Decisién.

Siendo manifestacién expresa del interesado, la solicitud no seré publicads
antes de [os seis (6) meses contados a partir de Ia fecha de presantacion, porlo
tanto la publicacion en este caso no se haré antes del dia 07 de marzo de 2006,

Cumplase 5

Dedo en Bogoté DC, a los 4 B
-4

ALIX CARM PEDES DE VERGEL

Jofe do‘ly' isién de Nuevas Creacionas

Camera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
Fax: 350 5220
E-mali: info  sic.gov.co
wavw.sic.gov.co
Bogotd, D.C.. Colombia




