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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
E.S.D.

ASUNTO Solicitud Patente Modelo de Utilidad No. NC2017/0002228
Solicitante ECOFLORA AGRO S.A.S.
Oficio 4148

Yo, ANDRES MARQUEZ ACOSTA, identificado como aparece al pie de mi firma, con domicilio en
la Cra 43A No. 5A-113 Torre Sur Piso 14 Ed. One Plaza, Medellin, Antioquia, obrando como apoderado
de ECOFLORA AGRO S.AS., domiciliado en Medellin, Antioquia, solicitante de la patente en
cuestion, en respuesta al oficio de examen de forma No. 4148 notificado el 23 de marzo de 2017, me

permito manifestar:

1. Modificaciones a la solicitud

En primer lugar, considerando las disposiciones del articulo 34 de la Decision 486, que faculta al
solicitante para que pueda modificar la solicitud de patente en cualquier momento del tramite, me
permito adjuntar a este memorial una nueva descripcion donde se ha modificado la abreviatura cc por
cm®, para que corresponda a unidades del sistema métrico decimal. Esa misma correccion se efectud en

las figuras.

Adicionalmente, se presenta nuevo capitulo reivindicatorio donde se han modificado las reivindicaciones

2, 6, 7'y 8, para modificar el conector “0” por “y”.

2. Claridad de la descripcion

La solicitud hace referencia a figuras las cuales tienen la abreviatura en (cc) (centimetros cubicos), se
indica que las unidades utilizadas deben estar en el Sistema Internacional de Unidades; se debe hacer la

conversion de unidades a cm®.

Como se indic6 anteriormente, se presenta nueva descripcion y dibujos donde se han efectuado las

correcciones requeridas.
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3. Claridad de las reivindicaciones

e La solicitud reclama una composicion nematicida con base en extracto de Humulus sp y
Bulnesia sp, al respecto de éste Gltimo, se solicita indicar la procedencia del extracto y referir la
especie, dado que si la especie referida fue obtenida en Colombia, el solicitante debera adjuntar
el contrato de acceso a recursos genéticos y sus productos derivados; ya que de acuerdo con el
articulo 2, de la Resolucién 1348 de 2014 del Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible,
en la cual se indica que: “Actividades que configuran acceso a recursos genéticos o sus
productos derivados que se realicen en especies nativas obtenidas en Colombia ...”; debera

complementar dicha informacion.

Respecto a este requerimiento, se hace énfasis en el hecho que Humulus lupulus no es una planta nativa
de la biodiversidad colombiana, como se puede leer en el articulo “Molecular phylogeny of wild Hops,
Humulus lupulus L.”, Anexo 1 de la presente comunicacion, esta planta no es originaria de Colombia ni
de ninguno de los paises de la Comunidad Andina, por lo que el articulo 2 de la Resolucion 1348 de
2014 no es aplicable. En el caso del solicitante, el lGpulo es obtenido de empresas dedicadas a la
manufactura de ingredientes para la industria de alimentos, las cuales se ubican principalmente en paises

como: Estados Unidos, Canada, Alemania, Espafia, entre otros.

En cuanto a la Bulnesia sarmientoi, este es un arbol originario del Gran Chao en Sudamérica. En ningin
momento se ha reconocido el territorio colombiano como pais de origen ni se ha establecido que dicha
planta haga parte de la biodiversidad colombiana, su origen mas reconocido es al sur del continente, de
Uruguay hacia el sur. En el caso del solicitante, la Bulnesia es obtenida de empresas dedicadas a la

produccién de ingredientes para la cosmética ubicadas principalmente en Paraguay, Uruguay, Argentina.

e Las reivindicaciones 1 y 2 no son concisas, porque hacen referencia a términos que se definen
por su funcion o actividad: “beta acidos”, “emulsificantes”, “excipientes agronémicamente
aceptables”, “surfactantes catidénicos”, “surfactantes anidénicos” y “surfactantes no idnicos”, pero
no se esta definiendo un componente como tal, lo que hace obtener un nimero indefinido de
composiciones nematicidas, que no tienen sustento en la descripcion. Se informa al solicitante,
gue una composicion estd definida por sus componentes y por la proporcion en que éstos

intervienen en la misma.

Respetuosamente, el solicitante Ilama la atencion del examinador sobre el hecho que se esta

descontextualizando la definicion de la invencion dada en la reivindicacion 1 de la presente solicitud:

1. Composicion nematicida caracterizada porque comprende entre 10% a 80% de un extracto
de lapulo que contiene entre 30% a 60% de beta acidos; 5% y 20% de un emulsificante y un

5% a 40% de otros excipientes agronémicamente aceptables.
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Como se puede observar el concepto inventivo es una composicion que comprende extracto de lGpulo el
cual contiene entre 30% a 60% de beta &cidos de lupulo. Siendo asi, no es cierto que la expresion “beta
acidos” no sea clara. Para empezar, ella no corresponde a una definicion de un compuesto en términos
de su funcion o actividad. Cualquier persona versada en la materia comprende que los beta acidos de

lupulo corresponden a &cidos como la colupulona, lupulona o adlupulona, que presentan la formula

o

i ]
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Estructura de beta dcidos
R=-CH-{CH:): {Colupulonal
R=-CH:-CH-[CH:): (Lupulona)
R=-CH(CH:)-CH:-CH: (Adlupulona)

En consecuencia, con la expresion “beta acidos” de ninguna manera carece de claridad.

Ahora bien, cualquier persona versada en la materia estd en la capacidad de establecer qué es un
emulsificante y de establecer si dicho emulsificante estd presente 0 no en una concentracion de 5% a
20%.

Finalmente, dicha persona esta en la capacidad de determinar si la composicion comprende entre 5% a
40% de otros excipientes agrondmicamente aceptables. Sumado a lo anterior, la reivindicacion 4 es clara
en indicar que los excipientes agronémicos se seleccionan del grupo que consiste de goma de acacia,
goma de acacia modificada con anhidrido succinico de ocetenil, monoglicéridos acetilados, ésteres de
mono Yy di glicéridos de &cido tartarico acetilado, agar, alginato de amonio, carragenano de amonio,
furcellaran de amonio, sal de amonio de glicérido fosforilado, arabino-galactano, glicano de levadura de
panadero, alginato de calcio, carbonato de calcio, carragenano de calcio, citrato de calcio, furcellaran de
calcio, gluconato de calcio, glicerofosfato de calcio, calcio Hipofosfito, lignosulfonato de calcio, fosfato
de calcio, sulfato de calcio, tartrato de calcio, carboximetilcelulosa, goma de algarroba, carragenano,
goma de celulosa, ésteres de &cido citrico de mono- y di-glicéridos, gurcelleran, gelatina, goma de
gelano, goma de guar, goma arabiga, lecitina hidroxilada, hidroxipropilcelulosa, gelosa de musgo
irlandés, goma de karaya, mono- y di-glicéridos lactilados, ésteres de acidos grasos lactilicos, lecitina,
goma de algarrobo, cloruro de magnesio, metilcelulosa, metil etilcelulosa, monoglicéridos, Mono- y di-
glicéridos, sales monosodicas de mono- y diglicéridos fosforilados, goma de avena, pectina, ésteres de
poliglicerol de é&cidos grasos de ricino interesterificados, polioxietileno, monooleato de sorbitan,
polioxietileno, monoestearato de sorbitan, polioxietileno, alginato potasico, carragenano potasico,

cloruro de potasio, citrato de potasio, furcellaran de potasio, fosfato de potasio (dibasico),
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propilenglicerol alginato, propilenglicol éter de metilcelulosa, propilenglicol mono ésteres de &cidos
grasos, pirofosfato de acido sodico, alginato sodico, fosfato sédico de aluminio, carboximetilcelulosa
sodica, carragenano sodico, glicolato de celulosa, cloruro de sodio, citrato de sodio, furcellaran de sodio,
gluconato de sodio, hexametafosfato de sodio, fosfato sddico (dibasico), fosfato sédico (monobasico),
fosfato sddico (tribasico), tartrato sddico potésico, pirofosfato sddico (tetrabasico), estearoil-2-lactilato
sadico, estearato sédico, tartrato sddico, tripolifosfato sddico, monoestearato de sorbitan, sorbitan
trioleato, triestearato de sorbitan, citrato de estearil monogliceridilo, ésteres de sacarosa de &cidos grasos,

goma de tragacanto, goma de xantano, silicato de calcio, ortosilicato de calcio de belita, entre otros.

e Las reivindicaciones 2, 6, 7, 8, 11 y 12 no son concisas, porque emplean el conector “0”, lo cual
indica que es alternativo emplear una u otra opcion, en este caso el empleo de un componente u

otro. Se requiere la informacion precisa, por lo tanto se solicita el cambio de este conector.

En relacion con esta objecion, el solicitante esta de acuerdo en modificar el conector en la reivindicacion
2 y por ello, presenta nuevo capitulo reivindicatorio con la modificacion indicada. Adicionalmente, ha
modificado la redaccion de las reivindicaciones 6, 7 y 8 para poder modificar el conector.

En cuanto a la reivindicaciéon 11, respetuosamente discrepamos de la posicion del examinador pues el
extracto de Bulnesia sp., contenido en la composicién nematicida, comprende uno de los siguientes
compuestos guaiol, bulnesol, hanamol, o combinaciones de los mismos, dicha composicién no
comprende los tres compuestos, como el examinador pretenden que se reivindique, pues este seria el
alcance que tendria la reivindicacion si cambiamos el conector “o” por “y”. Los componentes si estan
definidos como tal, son guaiol, bulnesol, hanamol, o combinaciones de los mismos, y no es cierto que el

conector “0” genere un numero indefinido de composiciones. Son tres componentes asi que el nimero

de combinaciones posibles son 7.

De igual manera, la reivindicacién 12 tampoco puede ser modificada como sugiere el examinador, pues
la invencion que el solicitante desea proteger no es una composicion nematicida donde dicho extracto de
Bulnesia sp. comprende todos los siguientes componentes: a-guaieno, B-cariofileno, p-guaieno,
guaioxido, a-bulneseno, elemol, germacreno-B, eudesm-5-en-11-ol, B-eudesmol, 10-epi-y-eudesmol, y-
eudesmol, a-eudesmol, 7-epi-a-eudesmol, y combinaciones de los mismos. El objeto que el solicitante
desea reclamar es aquella composicion que comprende el extracto de Bulnesia sp. y ademas comprende
uno de los componentes mencionados en la reivindicacién 12. En consecuencia, el conector correcto
es “0” y la definicion que debe contener dicha reivindicacion 12 es o-guaieno, -cariofileno, -guaieno,
guaioxido, a-bulneseno, elemol, germacreno-B, eudesm-5-en-11-ol, B-eudesmol, 10-epi-y-eudesmol, y-

eudesmol, a-eudesmol, 7-epi-a-eudesmol, o combinaciones de los mismos.

e Las reivindicaciones 9 y 14 no son claras, porque emplean el adverbio “ademas”, lo cual indica
que hay otros componentes adicionales en la composicion, si dichos componentes hacen parte de

las caracteristicas esenciales, entonces debe estar mencionados en la reivindicacion
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independiente 1, que es la que contiene todas las caracteristicas esenciales de la composicion

nematicida.

La objecion transcrita en el parrafo anterior nos resulta inexplicable, pues el término “ademas”, segun el
diccionario de la Real Academia de la Lengua es un adverbio “para introducir informacioén que se anade
a la ya presentada”. Siendo asi, las reivindicaciones 9 y 14 son alternativas de la invencioén, donde la
reivindicaciéon 9 precisa que la composicion de las reivindicaciones anteriores, comprende
adicionalmente un extracto de Bulnesia sp., y la reivindicacién 14 establece una alternativa para el

método de la reivindicacion 13, en la cual en el paso b) también se adiciona extracto Bulnesia sp.

Esto estd de acuerdo con lo establecido en la “GUIA PARA EXAMEN DE SOLICITUDES DE
PATENTE DE INVENCION Y MODELO DE UTILIDAD”! de la Superintendencia de Industria y
Comercio, que sefala “En consecuencia, una reivindicacion dependiente es la que contiene todas las
caracteristicas de la reivindicacion de la cual depende y ademas: i) hace referencia a ésta; y ii) adiciona
una o0 mas caracteristicas que limitan el objeto a proteger.” Siendo asi, las reivindicaciones en
cuestioén son reivindicaciones dependientes, que adicionan una caracteristica que limita el objeto a
proteger. Por tanto, el término “ademas” es absolutamente aceptable, no sélo porque su uso es el correcto
en el idioma espafiol, sino porque es el adecuado para establecer que las caracteristicas mencionadas en

las reivindicaciones 9 y 14 no son esenciales sino adicionales.

e Las reivindicaciones 13 y 15 no son patentables, porque se refieren a la aplicacion de la
composicion en campo, la cual es una actividad obvia, en el ambito técnico agricola. Se solicita

retirarlas del capitulo reivindicatorio.

Con todo respeto, para demostrar que una reivindicacion es obvia se requiere de un examen de
patentabilidad, el cual implica que se demuestre que la invencién se podria derivar evidentemente del
estado de la informacion divulgada en el estado de la técnica. A la fecha, siendo esta la accion oficial de
forma, el solicitante no ha sido notificado de la existencia de ningin documento que permita derivar

evidentemente del estado de la técnica el método reivindicado.

Asi las cosas, mientras no se haya demostrado que en el estado de la técnica existia un método que
involucre el paso de preparar la mezcla de tratamiento, disolviendo de 0,1 g a 20 g de una composicion
nematicida que comprende entre 10% a 80% de un extracto de ldpulo que contiene entre 30% a 60% de
beta &cidos; 5% y 20% de un emulsificante y un 5% a 40% de otros excipientes agrondmicamente
aceptables por litro de agua, no es factible afirmar que las reivindicaciones 13 a 15 carezcan de nivel

inventivo.

! Guia para Examen de Solicitudes de Patentes de Invencion y Modelo de utilidad. Superintendencia de
Industria y Comercio. 2012. Seccién 2.6.4.2. Péaginas 71 y 72. Relativo a las Reivindicaciones
dependientes (disponible electrénicamente en
http://api.sic.gov.co/Documentos/Guia_Examen_Patentes.pdf))
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En conclusion, me permito establecer que, gracias a las modificaciones realizadas, el alcance de la
totalidad de las reivindicaciones cumple cabalmente con el requisito de claridad. Por lo tanto, solicito a
ese despacho proceder con el tramite de la solicitud y realizar el anlisis de patentabilidad basandose en

el capitulo reivindicatorio adjunto.

Sefior Superintendente,

C.C. 71.6G6.347 de Medellin
T.P. 1566p9 del C.S. de la J.
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COMPOSICION NEMATICIDA A BASE DE EXTRACTO DE LUPULO CON ALTA

CONCENTRACION DE BETA ACIDOS PARA EL CONTROL FITOPARASITOS

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidon proporciona una composicion nematicida caracterizada
porque comprende entre 10% a 80% de un extracto de llpulo que contiene entre
30% a 60% de beta acidos; 5% y 20% de un emulsificante y un 5% a 40% de otros
excipientes agrondémicamente aceptables, la cual ha sido desarrollada para el
control de nematodos, especificamente, de nematodos que afectan las raices de
las plantas. En una alternativa de la invencién, la composicion nematicida
comprende adicionalmente extracto de Bulnesia sp., también conocida con el

nombre de “Palo santo”.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

Los nematodos son parasitos de la raiz de las plantas. La gran mayoria de los
productos existentes actualmente en el mercado son de origen quimico, la
mayoria de ellos desarrollados entre las décadas de 1960 a 1980, con una
tecnologia altamente contaminante y residual en los ecosistemas, los suelos y las

aguas.

Los conocimientos existentes en el estado de la técnica limitaban los productos
nematicidas al uso de compuestos quimicos, asociados a la generacion de
resistencias indeseables, contaminacion ambiental, dafios en el follaje y el fruto de

la planta tratada y deterioro del suelo por eliminacién de fauna benéfica. Sumado a
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lo anterior, estan los riesgos asociados a intoxicaciones de trabajadores rurales,

sus familias o los consumidores finales de frutas, hortalizas y ornamentales.

Los inconvenientes reportados para los productos quimicos, llevaron a la
busqueda de nuevos nematicidas y entre ellos se desarrollaron productos de
control biolégico basados en hongos y bacterias, los cuales presentaron
problemas al no adaptarse al suelo donde se desea reducir o eliminar la presencia

de nematodos.

Especificamente, los productos alternativos elaborados con microorganismos
(como: los hongos Paecilomyces lilacinus, Pochonia chlamydosporia, Trichoderma
harziarum y Arthrobotrys oligospora, y las bacterias Pasteuria penetrans, Bacillus
thuringiensis, B. subtilis, B. laterosporus y recientemente Tsukamurella
paurometabola) son eficaces para el control de la plaga y no presentan los
problemas de contaminacion ambiental que presentan los productos quimicos, sin
embargo, su persistencia en el suelo es muy baja y de no encontrar nematodos
para atacar en las primeras horas después de su aplicacion en campo, los
microorganismos mueren si tener la oportunidad de ejercer su accién, por lo que la

vida util de los mismos es muy reducida.

Previo al estudio realizado por el solicitante, los resultados de emplear extractos
vegetales o animales contra nematodos no habian sido prometedores y los pocos
extractos que habian mostrado actividad nematicida tenian una solubilidad muy
limitada y presentan inconvenientes para llegar y permanecer en los sitios que

requieren proteccion (en la raiz).

Entre los extractos prometedores en el campo de control biolégico se encuentra el

extracto de lupulo, el cual ha sido utilizado de forma independiente y junto con
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otros extractos, como son los extractos de Lamiaceae y con compuestos con
actividad biocida, como xantohumol, como biocida para proteger los cultivos contra

bacterias y hongos, principalmente y como acaricida o contra otro tipo de insectos.

Entre los documentos que hacen alusidn a este extracto se encuentra el
documento EP2601841, que es el Unico que hace alusién a las propiedades de los
extractos de lUpulo contra nematodos, pero ella hace alusion a extractos que
comprenden alfa y beta acidos. Sin embargo, la eficacia de estos extractos no es
la ideal y en ella se guarda silencio sobre los problemas de estabilidad que pueden

existir cuando de aumenta la concentracion de beta-acidos.

Por su parte, los documentos US2005043404, US2002051804 vy
US2005220914 se refieren a composiciones con una mayor concentracion de
beta-acidos para tratar acaros y hongos, ninguno hace mencién a tratar
nematodos, y aunque reconocen su problema de estabilidad de estos compuestos,

su solucion no permite llegar a altos niveles de este compuesto.

Es asi como la solicitud US2005043404 trata sobre un pesticida organico o
fungicida, especificamente sobre un método para controlar acaros, a partir de
componentes de extracto de lUpulo mediante la preparacion de emulsiones
acuosas estables de acidos de lupulo y otros componentes extracto de lapulo.
Segun este documento, los acidos de lapulo, especificamente los beta-acidos y
otros componentes extracto de lUpulo se suspenden como preparaciones estables,
coloidal en agua, que se pueden esparcir sobre las plantas para el control de
plagas. La solucién propuesta es la aplicacion de una solucién que comprende al
menos 1,0% de concentracion de beta-acidos, como una emulsion que incluye
jabén o detergente en una cantidad suficiente para reducir la pelicula en la

solucion de tratamiento. Adicionalmente, la descripcion establece que para
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producir las emulsiones de beta-acidos se emple6 0,4% de Ninol emulsificante, el

cual es un surfactante basado en amidas.

El documento US2002051804 se relaciona con tratamientos pesticidas basados
en los componentes de extracto de lupulo mediante la preparacion de emulsiones
acuosas estables de acidos de lupulo y otros componentes del extracto de lupulo.
Los acidos de lupulo y otros componentes extracto de lupulo se suspenden como
composiciones estables, coloidales en agua, que se pueden rociar directamente
sobre las plantas para el control de plagas. La descripcion establece que para
producir las emulsiones de acidos se tuvo en cuenta una apropiada concentracion
y un adecuado pH. Incluso, la solicitud plantea la adicion de un jabon liquido en

una baja concentracién aproximadamente 0,5%.

Asi mismo, la solicitud US2005220914 reporta pesticidas organicos elaborados a
partir de los componentes de extracto de lUpulo mediante la preparacion de
emulsiones acuosas estables de &cidos de ldpulo y otros componentes del
extracto de lapulo. Los acidos de lapulo y otros componentes extracto de lupulo se
suspenden como composiciones estables, coloidales en agua, que se pueden
rociar directamente sobre las plantas para el control de plagas. La descripcion
establece que para producir las emulsiones de betaacidos se empled 0,4% de

surfactante basado en amidas.

Adicional a las solicitudes ya mencionadas, la patente US8142820 (B2)
proporciona métodos y composiciones para controlar una infestaciéon de hongos o
insectos. Para ello propone una composicion que comprende extracto de lapulo
gue maximo comprende 15% de beta acidos y hace alusién en las reivindicaciones

a alfa-acidos, isoalfaacidos y betaacidos de manera indiscriminada.

10


https://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/originalDocument?FT=D&date=20120327&DB=&locale=en_EP&CC=US&NR=8142820B2&KC=B2&ND=4
https://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/originalDocument?FT=D&date=20120327&DB=&locale=en_EP&CC=US&NR=8142820B2&KC=B2&ND=4
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Partiendo de la informacién anterior, el solicitante plante6é un estudio encaminado
a desarrollar una formulaciébn de origen natural, que fuera eficiente en el
tratamiento de nematodos, que solubilizara facilmente, aun cuando la
concentracion de beta acidos supere el 30% en la composicion y que se
mantuviera estable, al tiempo que asegura que la misma llegue a la raiz,

exhibiendo actividad nematicida.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

La solucion desarrollada por el solicitante consiste en una composicion nematicida
se caracterizada porque comprende entre 10% a 80% de un extracto de Humulus
sp, conocido como extracto de lupulo, que contiene entre 30% a 60% de beta
acidos, el solicitante ha establecido que los beta-acidos en alta concentracion
tiene mayor actividad sobre nematodos que otras fracciones de la misma planta,
junto con una cantidad entre 5% y 20% de un emulsificante y entre 5% a 40% de

otros excipientes agronémicamente aceptables.

En una modalidad preferida de la invencion, el emulsificante es polioxietileno
sorbitan trioleato (Tween), seleccionado del grupo que consiste de Tween 20,
Tween 80 y Tween 85, o surfactantes cationicos, aniénicos y no idnicos o

combinaciones de ellos.

En una alternativa de la invencion, la composicion nematicida también comprende
un extracto de Bulnesia sp., el cual esta presente en una rata de extracto o aceite
esencial de Bulnesia sp y extracto de Humulus sp de 20:1 a 1:20. Preferiblemente,
dicho extracto comprende guaiol, bulnesol, hanamol, o combinaciones de los

mismos.

11
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Muestra la estructura quimica de alfa acidos (A), beta acidos (B) y
hexehidro-iso-alpha acidos (c), los cuales son compuestos que estan
presentes en los extractos de Humulus sp., tal como Humulus

lupulus.

Porcentaje de afeccion de huevos por ECO010, hidrolato de ajenjo,

ocho dias post aplicacion

Porcentaje de afeccion de huevos por el extracto de ECO064, rico en

betaacidos, ocho dias post aplicacion

Porcentaje de afeccion de huevos por ECOQ065, con preponderancia

de alfa acidos, ocho dias post aplicaciéon

Porcentaje de mortalidad de individuos J2 por ECO010, hidrolato de

ajenjo, ocho dias post aplicaciéon

Porcentaje de mortalidad de individuos J2 por ECOO064, rico en

betaacidos, ocho dias post aplicacion

Porcentaje de mortalidad de individuos J2 por ECOO065, con

preponderancia de alfa acidos, ocho dias post aplicacién

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
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La presente invencidon proporciona una composicion nematicida caracterizada
porque comprende entre 10% a 80% de un extracto de lupulo que contiene entre
30% a 60% de beta acidos; 5% y 20% de un emulsificante y un 5% a 40% de otros

excipientes agronémicamente aceptables.

En una modalidad preferida de la invencion, el emulsificante se polioxietileno
sorbitan trioleato (Tween), seleccionado del grupo que comprende consiste de
Tween 20, Tween 80 y Tween 85, o surfactantes cationicos, aniénicos y no idnicos
o combinaciones de ellos. Preferiblemente, el surfactante es Tween 20, Tween 80
y Tween 85, para mantener la estabilidad y la facil solubilidad de los beta acidos al

tiempo que permite cumplir con parametros de uso para agricultura organica.

La composicién aqui divulgada puede comprender excipientes agronOmicamente
aceptables y ya conocidos en el estado de la técnica y puede ser formulado como
polvo o como solucién. Los excipientes que hace parte de la presente invencion
incluyen: goma de acacia, goma de acacia modificada con anhidrido succinico de
ocetenil, monoglicéridos acetilados, ésteres de mono y di-glicéridos de &cido
tartarico acetilado, agar, alginato de amonio, carragenano de amonio, furcellaran
de amonio, sal de amonio de glicérido fosforilado, arabino-galactano, glicano de
levadura de panadero, alginato de calcio, carbonato de calcio, carragenano de
calcio, citrato de calcio, furcellaran de calcio, gluconato de calcio, glicerofosfato de
calcio, calcio hipofosfito, lignosulfonato de calcio, fosfato de calcio, sulfato de
calcio, tartrato de calcio, carboximetilcelulosa, goma de algarroba, carragenano,
goma de celulosa, ésteres de acido citrico de mono- y di-glicéridos, furcellaran,
gelatina, goma de gelano, goma de guar, goma arabiga, lecitina hidroxilada,
hidroxipropilcelulosa, gelosa de musgo irlandés, goma de karaya, mono- y di-
glicéridos lactilados, ésteres de acidos grasos lactilicos, lecitina, goma de

algarrobo, cloruro de magnesio, metilcelulosa, metil etilcelulosa, monoglicéridos,
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Mono- y di-glicéridos, sales monosédicas de mono- y diglicéridos fosforilados,
goma de avena, pectina, ésteres de poliglicerol de acidos grasos de ricino
interesterificados, polioxietileno, monooleato de sorbitan, polioxietileno,
monoestearato de sorbitan, polioxietileno, alginato potasico, carragenano potasico,
cloruro de potasio, citrato de potasio, furcellaran de potasio, fosfato de potasio
(dibasico), propilenglicerol alginato, propilenglicol éter de metilcelulosa,
propilenglicol mono ésteres de acidos grasos, pirofosfato de acido sodico, alginato
sodico, fosfato sodico de aluminio, carboximetilcelulosa sodica, carragenano
sodico, glicolato de celulosa, cloruro de sodio, citrato de sodio, furcellaran de
sodio, gluconato de sodio, hexametafosfato de sodio, fosfato sodico (dibasico),
fosfato sodico (monobasico), fosfato sédico (tribasico), tartrato sodico potasico,
pirofosfato sédico (tetrabasico), estearoil-2-lactilato sodico, estearato soédico,
tartrato sédico, tripolifosfato sédico, monoestearato de sorbitan, sorbitan trioleato,
triestearato de sorbitan, citrato de estearil monogliceridilo, ésteres de sacarosa de
acidos grasos, goma de tragacanto, goma de xantano, silicato de calcio,

ortosilicato de calcio de belita, entre otros.

Preferiblemente, entre los excipientes agrondémicamente aceptables, la
composicién comprende un vehiculo oleoso, tal como aceite de canola, aceite de
castor, aceite de soya, aceite de girasol, aceite mineral, ésteres de acidos grasos
de cadena larga, aceite de ajonjoli y combinaciones de ellos, un solvente
seleccionado del grupo que consiste de etanol, isopropanol, butanol, glicerol,
metanol, lactato de etilo o sus combinaciones, y un adherente tal como

carboximetil celulosa, gomas, almidones, glicerina o0 sus combinaciones.

En algunos aspectos, las composiciones descritas en el presente documento

pueden formularse en forma de un sélido. En algunos aspectos, la forma sélida

comprende, por ejemplo, formulaciones en polvo, pellet o granulo. En algunos
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aspectos, las formulaciones de polvo, granulos o granulos son dispersables. En
algunos aspectos, las formulaciones dispersables en polvo, pellet o granulos son
dispersables en agua. En algunos aspectos, la formulacién en forma solida es, por
ejemplo, un granulo, un pellet, un polvo, un granulo seco, un polvo, una
formulacion nanoencapsulada, una formulacion microencapsulada o una

combinacion de los mismos.

En algunos aspectos, las composiciones descritas en el presente documento
pueden formularse en un liquido formar. En algunos aspectos, la forma liquida es,
por ejemplo, una formulacibn de concentrado liquido, un concentrado
emulsionable, una emulsién, una suspension, un liquido fluido, un gel, una
formulacién concentrada listo para usar, una dispersion en aceite, una formulacion
en aerosol, o combinaciones de los mismos. En algunos aspectos de la presente
invencion el concentrado liquido es una formulacion de concentrado de muy bajo
volumen. En algunos aspectos, las formulaciones liquidas descritas en la presente
memoria son concentrados emulsionables (EC), emulsiones en agua (EW), o

dispersiones de aceite (OD).

Los términos "Bulnesia sp." y "Humulus sp." se refieren a cualquier planta que
pertenezca al género Bulnesia (ejemplo, Bulnesia sarmientoi) o al género Humulus

(ejemplo, Humulus lupulus), respectivamente.

La frase “extracto de planta de Humulus sp.” o “extracto de Humulus sp.”es usado
para referirse a un extracto de planta que comprende sustancias biologicamente
activas (nematicidas o con otras actividades biologicas) obtenidas a partir de
plantas que pertenecen al género Humulus sp., usando cualquier método de

extraccion conocidos en el estado de la técnica.
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La frase “extracto de planta de Bulnesia sp” es usado para referirse a un extracto
de planta que comprende sustancias bioldgicamente activas (nematicidas o con
otras actividades biolégicas) obtenidas a partir de plantas que pertenecen al
género Bulnesia sp, usando cualquier método de extraccién conocidos en el

estado de la técnica.

El término “extracto” o “extracto de planta” es usado para referirse a un extracto o
concentrado obtenido de cualquier parte de la planta, por ejemplo: semillas, hojas,
frutos, tallos, corteza, raices o partes de los mismos (por ejemplo, cascaras de
semillas, cascaras de frutas, etc.), o combinaciones de los mismos, y contiene una
cantidad apreciable en peso de una sustancia biolégicamente activa (por ejemplo,

una sustancia con actividad nematicida u otra actividad biolégica).

El término “alfa acidos” como se usa en la presente solicitud, se refiere a una clase
de compuestos quimicos encontrados principalmente en las glandulas de resina
de las flores o brotes (conos de lUpulo) de la planta de lapulo (Humulus sp.). Los
acidos alfa son la fuente de la amargura del lupulo. Los &cidos alfa comunes
incluyen humulona, adhumulona, cohumulona, posthumulona, y prehumulona. La

férmula de estos compuestos puede ser vista en la Figura 1.

El término "iso alfa-acidos" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a
una clase de compuestos quimicos derivados de los acidos alfa que se encuentran
principalmente en las glandulas de resina de las flores o brotes (conos de lupulo)
de la planta de ldpulo (Humulus sp.). Los isoalfa-acidos se generan por la
isomerizacion de acidos alfa presentes en el lUpulo, como resultado de la
aplicacién de calor en solucién. El grado de isomerizacion depende en gran
medida de la duracién del tiempo que el lUpulo esta sometido a altas

temperaturas. Mas los tiempos de ebullicion resultaran en la isomerizacion de mas
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de los alfa-acidos disponibles. Los mas comunes iso-alfa-acidos son cis- y trans-

isohumulona. La formula de estos compuestos puede ser vista en la Figura 1.

Finalmente, los beta acidos pueden ser colupulona, lupulona, o adlupulona, sus
respectivos iso beta acidos o combinaciones de ellos. La formula de estos

compuestos puede ser vista en la Figura 1.

En una alternativa de la invencién, la composicion nematicida también comprende
un extracto de Bulnesia sp., donde el extracto de la planta Bulnesia sp actua
sinérgicamente como nematicida. Dicho extracto de la planta Bulnesia sp esta
presente en una relacion de extracto o aceite esencial de Bulnesia sp y extracto de

Humulus sp de 20:1 a 1:20.

Preferiblemente, dicho extracto comprende guaiol, bulnesol, hanamol, o
combinaciones de los mismos. Incluso, el extracto de la planta Bulnesia sp.
comprende ademas a-guaieno, B-cariofileno, B-guaieno, guaioxido, a-bulneseno,
elemol, germacreno-B, eudesm-5-en-11-ol, B-eudesmol, 10-epi-y-eudesmol, y-

eudesmol, a-eudesmol, 7-epi-a-eudesmol, o0 combinaciones de los mismos.

Asi mismo, es parte de la invencién un método para controlar nematodos que
comprende, establecer las condiciones en las cuales se realizara el tratamiento
teniendo en cuenta el cultivo, el estado de desarrollo, la extension del area y la
humedad del suelo, preparar la mezcla de tratamiento, disolviendo de 0,1 g a 20 g
de una composicion nematicida que comprende entre 10% a 80% de un extracto
de ldpulo que contiene entre 30% a 60% de beta acidos; 5% y 20% de un
emulsificante y un 5% a 40% de otros excipientes agronOmicamente aceptables
por litro de agua, verter la solucidon en el equipo mediante el cual se realizara el

tratamiento y distribuir uniformemente el volumen preparado para el tratamiento en

17



10

15

20

25

el suelo, alrededor de las plantas a tratar, garantizando que se humedezca el

suelo hasta una profundidad de 10 cm a 50 cm.

Igualmente, es parte de la invencion un meétodo para controlar nematodos definido
anteriormente, donde la composicion aplicada comprende ademas extracto
Bulnesia sp., en una relacién de extracto o aceite esencial de Bulnesia sp y

extracto de Humulus sp de 20:1 a 1:20.

En otra alternativa, el método para controlar nematodos definido anteriormente,
gue comprende ademas la aplicacion independiente de 0,1 g y 20 g de un extracto

Bulnesia sp. por litro de agua.

Los siguientes ejemplos son ilustrativos y no limitativos, de los productos y
métodos descritos en este documento. Las modificaciones adecuadas vy
adaptaciones de la variedad de condiciones, formulaciones y otros parametros que
se encuentran normalmente en el campo y que son evidentes para los expertos en
la técnica a la vista de esta descripcién estan dentro del espiritu y alcance de la

invencion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. EFECTO DE TRES EXTRACTOS VEGETALES SOBRE

NEMATODOS

(Meloidogyne sp.)

OBJETIVO: Evaluar in vitro el efecto de tres extractos vegetales sobre nematodos

del género Meloidogyne sp

18



10

15

20

25

METODOLOGIA:

e Obtencion de huevos de Meloidogyne sp de raices infectadas:

Las raices con signos visibles de infeccion por nematodos (nodulaciones) se
lavaron con abundante agua para retirar el exceso de suelo y son cortadas
finamente con tijera, posteriormente, se depositaron en el interior de un recipiente
de vidrio con tapa el cual contenia NaOCI| al 1%. Esta mezcla fue agitada
vigorosamente por 5 minutos, después de transcurrido este tiempo las raices
fueron coladas y la muestra se recogié en un recipiente limpio para después
hacerlo pasar por un tamiz de 500 mesh, el cual fue lavado sucesivamente con

agua con el fin de recoger la muestra de huevos que quedaron adheridos al tamiz.

e Inoculacién de Extractos sobre huevos de Meloidogyne sp.

Extractos vegetales:

ECO 010: Hidrolato de ajenjo.

ECO 064: Fraccién de extracto de lUpulo con alta concentracion de beta acidos,
Beta-acids: 45 + 1.5% (w/w) por HPLC

ECO 065: Fraccién de extracto de lupulo con alta concentracion de alfa acidos,

Iso-alpha-acids: > 86%, Alpha-acids: < 1.0 % y Beta-acids: < 0.4%.

Dosis evaluadas: 0,625g/L- 1,25g/L- 2,5¢g/L- 5g/L- 10g/L

e En cajas de Petri se deposita 1 ml de solucion de huevos con una cantidad
conocida de individuos, posteriormente se le adiciona 4 ml de solucion de
extracto vegetal o producto preparado previamente segun las dosis

recomendadas.
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e EI volumen final de trabajo es de 5ml, en el cual se conserva la dosis

establecida por los fabricantes.

» Obtencion de J2 de Meloidogyne sp:
Los J2 de Meloidogyne sp. son obtenidas a partir de la incubacion en agua de
huevos extraidas de raices infectadas, por un periodo de 7 dias. Posterior a ello,
se determin6 la cantidad de individuos/mL visualizando una muestra en

microscopio invertido.

* Inoculacién de Extractos sobre J2 de Meloidogyne sp.
Extractos vegetales ECO 010, ECO 064, ECO 065
Dosis evaluadas: 1,25g/L- 2,5g/L- 5g/L- 10g/L.
e En cajas de Petri se deposita 1 ml de solucién de J2 con una cantidad
conocida de individuos, posteriormente se le adiciona 4 ml de solucion de
extracto vegetal o producto preparado previamente segun las dosis

recomendadas.

e El volumen final de trabajo es de 5ml, en el cual se conserva la dosis

establecida por los fabricantes.

e Andlisis estadistico

Se empled un disefio de clasificacion experimental completamente aleatorizado de
efecto fijo balanceado. El nimero de repeticiones por tratamiento fue de cuatro y
la unidad experimental fue la caja de Petri. La variable respuesta para el efecto en
huevos fue cantidad de huevos afectados (defectuosos o con dafio en su
morfologia) y la variable respuesta para el efecto en J2, fue mortalidad en un total

de 50 individuos, 8 dias después de aplicados los tratamientos.
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Todos los analisis se llevaron a cabo utilizando ANOVAS vy la prueba estadistica
de Tukey, con un nivel de confianza del 95% (P= 0.05). Se utiliz6 el paquete
estadistico R 3.0.3. Nota: Dado la naturaleza de los experimentos, los andlisis
estadisticos (comparaciones multiples) se realizaron a cada dosis de cada uno de

los extractos con su respectivo control.

RESULTADOS

e Efecto de Extractos sobre huevos de Meloidogyne sp.

El extracto ECOO010 solo presento diferencias significativas con el control a una
dosis de 10cm®l con un porcentaje de control de 34.5%, las demas dosis

evaluadas no presentaron efecto sobre huevos. (Figura 2).

Las dosis de 1,25¢/L 2,5¢g/L 5g/L y 10g/L de ECOO064 afectaron el desarrollo de
huevos, dadas las diferencias estadisticamente significativas con su respectivo
control. El porcentaje de afeccidbn mas alto se presentd en la dosis de 10g/L con
un 89%, seguido por un 83% en la dosis de 5g/l. Las dosis de 1,25¢/L y 2,5g/L
presentaron un porcentaje de afeccion de 41,5% y 33% respectivamente. A pesar
de tener una afeccién de 34,2%, la dosis de 0,625 no present6 diferencias

estadisticamente significativas con su respectivo control. (Figura 3).

Tabla 1. Medias de cantidad de huevos afectados por ECO 064 ocho dias post

aplicacion. Letras diferentes muestran diferencias significativas (p<0,05) en los

tratamientos segun la prueba de Tukey.
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Extracto Tratamiento/Dosis Cantidad de huevos afectados

Control 9.00+1,15a
0.625g/L 1025+2064
Control 9.0+1,15b
1,25g/L 125+238a
ECO064 Control 7.0+238b
2.5g/L 17124152
Control 3.5£028b
5/l 415+ 1.70 a
Control 3.75£085a
10g/L 445+1.19b

El extracto ECOO065, tuvo un efecto estadisticamente significativo sobre huevos en
las dosis de 2,5¢/L, 5g/L y 10g/L, cuando se compararon con su respectico control.
Sin embargo, los porcentajes de control no fueron lo suficientemente altos y

5 estuvieron entre 46,5%, 41,5% y 32% respectivamente. (Figura 4).

Tabla 2. Medias de cantidad de huevos afectados por ECO 065 ocho dias post
aplicacion. Letras diferentes muestran diferencias significativas (p<0,05) en los

tratamientos segun la prueba de Tukey.

Extracto Tratamiento/Dosis Cantidad de huevos afectados
Control 90+057a
0.625¢g/L 120+£2.04 a
Control 9.75+ 0.62a
1.25g/L 12,0 £0.70 a
EC0065 Control 7.0+1.19b
2.5¢g/L 151+051a
Control 3.5+028b
Sg/L 222+085a
Control 3,75+085b
10g/L 46,75+094 a

10

Efecto de Extractos sobre J2 de Meloidogyne sp.
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Segln los andlisis, las dosis de 1,25 cm®/L, 2,5 cm*/L y 5 cm®L de EC0O010
afectaron los individuos J2 de nematodos al ser comparados con su respectivo
control. El porcentaje de mortalidad més alto, se presenté en la dosis de 2,5 cm®/L
con un 42%, no muy distante de la dosis de 5 cm*/L que ocasioné mortalidad en
un 38% (Figura 5). Es importante mencionar, que, aunque en la dosis de 10 cm®/L
se observdé mortalidad del 40% esta no fue estadisticamente significativa al
compararse con su respectivo control, comportamiento al cual no se le encontro

respuesta biolégica.

Al comparar estadisticamente ECO064 en las diferentes dosis evaluadas con su
respectivo control, se observa un porcentaje de mortalidad de 100% en todas las
dosis, demostrando alta efectividad del producto para el control de J2, por las

diferencias estadisticamente significativas evidenciadas en los analisis. (Figura 6).

Tabla 5. Medias de cantidad de J2 afectados por ECO 064 ocho dias post
aplicacion. Letras diferentes muestran diferencias significativas (p<0,05) en los

tratamientos segun la prueba de Tukey.

Extracto Tratamiento/Dosis Cantidad de individuos
muertos
Control 325+125b
1,25g/L. 4975+ 0.50 a
Control 16,75£0,75 b
2,5g/L 495+028 a
EC 0064 Control 16.75+0.75b
S5¢/LL 4975 £0.25 a
Control 925+047b
10g/L 19.00+1.8 a

Ahora bien, todas las dosis evaluadas para el extracto ECO065 presentaron
diferencias estadisticamente significativas con el control. Los mejores porcentajes
de control se presentaron en las dosis de 10g/L 5¢/L y 2,5g/L con un 100%, 93% y

100% respectivamente (Grafica 7).

23



10

15

20

Tabla 6. Medias de cantidad de huevos afectados por ECO 065 ocho dias post
aplicacion. Letras diferentes muestran diferencias significativas (p<0,05) en los

tratamientos segun la prueba de Tukey.

Extracto Tratamiento/Dosis Cantidad de individuos
muertos
Control 3254062 b
1,25g/L 2925+193a
Control 125+0.62b
EC 0065 2.5¢/L 925+1.1a
Control 70+204b
5¢/L 46,5+0.64 a
Control 925+047b
10g/L 2575+16a
CONCLUSION.

Después de evaluar in vitro el efecto de extractos vegetales sobre huevos y
Juveniles 2 (J2) de nematodos, con las metodologias propuestas en este trabajo,
se concluye que el extracto ECO064, con alta concentracion de beta-4acidos,
alcanz6 un porcentaje de control en huevos mayor al 80% en las dosis de 10
cm®L y 5 cm®/L y un control de J2 de 100% en todas las dosis evaluadas, lo que

lo perfila como el mejor extracto para control de nematodos.

ECO065 presento porcentajes de afeccion de huevos en las dosis de 10 cm®/Ly 5
cm®/L menores al 50% (46,5 y 41,5% respectivamente) y un control de mayor al

90% en las dosis de 10 cm®/L, 5 cm®/L y 2,5/L.

ECOO010 aunque en algunos tratamientos present0 diferencias estadisticamente
significativas con el control no alcanzé a tener porcentajes de efectividad mayores

al 50% en huevos y J2.
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REIVINDICACIONES

2. Composicidon nematicida caracterizada porque comprende entre 10% a 80% de

un extracto de lapulo que contiene entre 30% a 60% de beta acidos; 5% y 20%
de un emulsificante y un 5% a 40% de otros excipientes agronOmicamente

aceptables.

La composicidon nematicida de la reivindicacion 1, caracterizada porque el
emulsificante es polioxietileno sorbitan trioleato (Tween), seleccionado del
grupo que consiste de Tween 20, Tween 80 y Tween 85, y surfactantes

cationicos, anionicos y no iénicos o combinaciones de ellos.

La composicion nematicida de la reivindicacién 2, caracterizada porque el
emulsificante polioxietileno sorbitan trioleato (Tween), seleccionado del grupo

que consiste de Tween 20, Tween 80 y Tween 85.

La composicion nematicida de la reivindicacion 1, caracterizada porque los
excipientes agrondmicamente aceptables se seleccionan del grupo que
consiste de goma de acacia, goma de acacia modificada con anhidrido
succinico de ocetenil, monoglicéridos acetilados, ésteres de mono y di
glicéridos de acido tartarico acetilado, agar, alginato de amonio, carragenano
de amonio, furcellaran de amonio, sal de amonio de glicérido fosforilado,
arabino-galactano, glicano de levadura de panadero, alginato de calcio,
carbonato de calcio, carragenano de calcio, citrato de calcio, furcellaran de
calcio, gluconato de calcio, glicerofosfato de calcio, calcio Hipofosfito,
lignosulfonato de calcio, fosfato de calcio, sulfato de calcio, tartrato de calcio,
carboximetilcelulosa, goma de algarroba, carragenano, goma de celulosa,
ésteres de acido citrico de mono- y di-glicéridos, gurcelleran, gelatina, goma de

gelano, goma de guar, goma arabiga, lecitina hidroxilada, hidroxipropilcelulosa,
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gelosa de musgo irlandés, goma de karaya, mono- y di-glicéridos lactilados,
ésteres de acidos grasos lactilicos, lecitina, goma de algarrobo, cloruro de
magnesio, metilcelulosa, metil etilcelulosa, monoglicéridos, Mono- y di-
glicéridos, sales monosoddicas de mono- y diglicéridos fosforilados, goma de
avena, pectina, ésteres de poliglicerol de acidos grasos de ricino
interesterificados, polioxietilieno, monooleato de sorbitan, polioxietileno,
monoestearato de sorbitan, polioxietileno, alginato potasico, carragenano
potasico, cloruro de potasio, citrato de potasio, furcellaran de potasio, fosfato
de potasio (dibasico), propilenglicerol alginato, propilenglicol éter de
metilcelulosa, propilenglicol mono ésteres de &cidos grasos, pirofosfato de
acido saédico, alginato sodico, fosfato sédico de aluminio, carboximetilcelulosa
sbdica, carragenano sodico, glicolato de celulosa, cloruro de sodio, citrato de
sodio, furcellaran de sodio, gluconato de sodio, hexametafosfato de sodio,
fosfato sodico (dibasico), fosfato sodico (monobésico), fosfato sddico
(tribasico), tartrato sédico potasico, pirofosfato sodico (tetrabasico), estearoil-2-
lactilato soédico, estearato sodico, tartrato sodico, tripolifosfato sodico,
monoestearato de sorbitan, sorbitan trioleato, triestearato de sorbitan, citrato de
estearil monogliceridilo, ésteres de sacarosa de acidos grasos, goma de
tragacanto, goma de xantano, silicato de calcio, ortosilicato de calcio de belita,

entre otros.

La composicion nematicida de la reivindicacion 4, caracterizada porque los
excipientes agronémicamente aceptables son seleccionados del grupo que
comprende un vehiculo oleoso, tal como aceite de canola, aceite de castor,
aceite de soya, aceite de girasol, aceite mineral, ésteres de acidos grasos de
cadena larga, aceite de ajonjoli y combinaciones de ellos; un solvente

seleccionado del grupo que consiste de etanol, isopropanol, butanol, glicerol,
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10.

metanol, lactato de etilo o sus combinaciones, y un adherente, tal como

carboximetil celulosa, gomas, almidones, glicerina 0 sus combinaciones.

La composicion nematicida segun una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, caracterizada porque la composicion se formula en forma sélida,
donde dicha formulacion en forma sélida se selecciona del grupo que consiste
de formulaciones en polvo, pellet o granulo dispersables, una formulacién
nanoencapsulada, una formulacién microencapsulada y una combinacion de

los mismos.

La composicion nematicida segun una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, caracterizada porque la composicién se formula en forma liquida,
donde dicha formulacion liquida se selecciona del grupo que consiste de una
formulacion de concentrado liquido, un concentrado emulsionable, una
emulsion, una suspensiéon, un liquido fluido, un gel, una formulacién
concentrada lista para usar, una dispersion en aceite, una formulaciéon en

aerosol, y combinaciones de los mismos.

La composicion nematicida segun la reivindicacion 7, caracterizada porque la
composicion se formula como un concentrado liquido, donde dicho
concentrado se selecciona del grupo que consiste de concentrados

emulsionables (EC), emulsiones en agua (EW), y dispersiones de aceite (OD).

La composicion nematicida segun una cualquiera de las reivindicaciones

anteriores, caracterizada porque ademas comprende un extracto de Bulnesia

sp.
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11.La composicibn nematicida segun la reivindicacion 9, caracterizada porque
dicho extracto de Bulnesia sp. est4 presente en una rata de extracto o aceite

esencial de Bulnesia sp y extracto de Humulus sp de 20:1 a 1:20.

12.La composicidbn nematicida segun la reivindicacion 9, caracterizada porque
dicho extracto de Bulnesia sp. comprende guaiol, bulnesol, hanamol, o

combinaciones de los mismos.

13.La composicién nematicida segun la reivindicacién 11, caracterizada porque
dicho extracto de Bulnesia sp. ademas comprende a-guaieno, B-cariofileno, p-
guaieno, guaioxido, a-bulneseno, elemol, germacreno-B, eudesm-5-en-11-ol,
B-eudesmol, 10-epi-y-eudesmol, y-eudesmol, a-eudesmol, 7-epi-a-eudesmol, o

combinaciones de los mismos.

14.Un método para controlar nematodos que comprende, que comprende:

a. establecer las condiciones en las cuales se realizar4 el tratamiento
teniendo en cuenta el cultivo, el estado de desarrollo, la extensiéon del
area y la humedad del suelo;

b. preparar la mezcla de tratamiento, disolviendo de 0,1 g a 20 g de una
composicibn nematicida que comprende entre 10% a 80% de un
extracto de lupulo que contiene entre 30% a 60% de beta &acidos; 5% y
20% de un emulsificante y un 5% a 40% de otros excipientes
agronémicamente aceptables por litro de agua;

c. verter la solucibn en el equipo mediante el cual se realizara el
tratamiento y;

d. distribuir uniformemente el volumen preparado para el tratamiento en el
suelo, alrededor de las plantas a tratar, garantizando que se humedezca

el suelo hasta una profundidad de 10 cm a 50 cm.
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15.El método para controlar nematodos de acuerdo con la reivindicacion 13,

caracterizado porque la composicion nematicida del paso b) comprende

ademas extracto Bulnesia sp., en una relacion de extracto o aceite esencial de

Bulnesia sp y extracto de Humulus sp de 20:1 a 1:20.

16.Un método para controlar nematodos que comprende, que comprende:

a.

b.1

b.2

c.1l

c.2

d.l

d.2

establecer las condiciones en las cuales se realizara el tratamiento
teniendo en cuenta el cultivo, el estado de desarrollo, la extension del
area y la humedad del suelo;

preparar la mezcla de tratamiento, disolviendo de 0,1 g a 20 g de una
composicibn nematicida que comprende entre 10% a 80% de un
extracto de lUpulo que contiene entre 30% a 60% de beta &cidos; 5% y
20% de un emulsificante y un 5% a 40% de otros excipientes
agronémicamente aceptables por litro de agua;

preparar una segunda mezcla de tratamiento, disolviendo 0,1 gy 20 g
de un extracto Bulnesia sp. por litro de agua;

verter la solucion del paso b.1) en el equipo mediante el cual se
realizara el tratamiento;

verter la solucién del paso b.2) en el equipo mediante el cual se
realizara el tratamiento;

distribuir uniformemente el volumen preparado en b.1) para el
tratamiento en el suelo, alrededor de las plantas a tratar, garantizando
gue se humedezca el suelo hasta una profundidad de 10 cm a 50 cm; y
distribuir uniformemente el volumen preparado en b.2) o para el
tratamiento en el suelo, alrededor de las plantas a tratar, garantizando

gue se humedezca el suelo hasta una profundidad de 10 cm a 50 cm.
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10

RESUMEN

La presente invencion proporciona una composicion nematicida de origen natural
caracterizada porque comprende entre 10% a 80% de un extracto de lapulo que
contiene entre 30% a 60% de beta acidos; 5% y 20% de un emulsificante y un 5%
a 40% de otros excipientes agronO0micamente aceptables, la cual ha mostrado ser
muy eficiente en el tratamiento de nematodos, al tiempo que solubilizara
facilmente, se mantiene estable y asegura su llegada a la raiz, exhibiendo su
actividad nematicida por extensos periodos. En una alternativa de la invencion, la
composicidbn nematicida comprende adicionalmente extracto de Bulnesia sp.,

también conocida con el nombre de “Palo santo”.
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We have analysed wild hops collected widely from the
Northern Hemisphere, assessing the genetic diversity and
the geographical distribution of haplotypes, to investigate
the evolution and phylogeny of hops, Humulus lupulus.
The haplotypes were characterized by the nuclear riboso-
mal DNA spacer region (length and DNA sequence)
and chloroplast DNA noncoding regions (DNA sequences).
The results indicated that primary divergence into European
(including Caucasus and Altai hops), and Asian-North
American types, was 1.05+0.28 to 1.27+0.30 million
years ago. Although an Eastern boundary for European
nuclear haplotype distribution was unclear due to the
ambiguous origin of Northern Chinese samples, the

Keywords: chloroplast DNA; Humulus; ribosomal DNA

Introduction

The hop plant, Humulus lupulus, is a dioecious perennial
species, and only female cones are used for beer brewing.
Hops are used to impart bitterness, flavour and
preservation properties to modern beers, as established
in Europe. However, similar beers first appeared in
Ancient Mesopotamia and Egypt as early as the
Neolithic (Behre, 1999).

The genus Humulus consists of three species, H.
lupulus, H. japonicus and H. yunnanensis (Small, 1978;
Neve, 1991). Wild hops of H. lupulus are widely
distributed throughout the Northern Hemisphere,
Europe, Asia and North America (Small, 1978; Neve,
1991). Small (1978) classified H. lupulus into a number of
taxonomic varieties; var. lupulus for European wild hops
and cultivars, var. cordifolius for Japanese wild hops, and
var. neomexicanus, pubescens and lupuloides, for North
American hops. The varieties differ in morphological
characteristics such as number of lobes on the leaf and
hairs on the bine. North American and Japanese wild
hops resemble each other morphologically, suggesting a
genetically close relationship, while they differ widely
from European hops (Neve, 1991).

Correspondence: Current address: A Murakami, Kirin Brewery Co., Ltd,
Shiga, 1600 Binmanyji, Tagacho Inukamigun, Shiga 522-0342, Japan.
E-mail: m-atsushi@kirin.co.jp

Received 3 July 2005; accepted 10 April 2006; published online 10
May 2006

European hop group showed a wide geographical distribu-
tion across Eurasia from the Altai region to Portugal. The
low genetic variation in this group suggested rapid and
recent expansion. The North American hop group showed
high diversity, and is considered to include hops that have
migrated from Asia. Japanese and Chinese hops were
identified as genetically distinct. This study has shown that
wild hops in each growing region are genetically differ-
entiated with considerable genetic diversity. It gives insights
into the evolution and domestication of hops that are
discussed.

Heredity (2006) 97, 66-74. doi:10.1038/sj.hdy.6800839;
published online 10 May 2006

Commercial hop production occurs in many countries.
Hop cultivars have been roughly classified into two
groups, one group consisting of European landraces
while the other has a genetic composition derived from
North American wild hops (Seefelder et al, 2000; Jakse
et al, 2001). However, analysis of five microsatellite loci
showed limited genetic variation among major hop
cultivars throughout the world. It has been suggested
that the use of a restricted number of hop varieties for
breeding has caused this narrow range of genetic
variation (Jakse et al, 2001).

Some important characteristics of modern cultivars,
such as disease resistance and high levels of alpha-acids
(which are converted to bitter compounds in beer), are
known to originate from wild hops (Neve, 1991). Pillay
and Kenny (1996) reported a difference between
European and North American hops in the 18s-26s
ribosomal DNA length (rDNA). Ribosomal DNA occurs
in large tandem repeats, which are affected by gene
conversion and unequal crossing over. The intergenic
spacer (IGS) was found to exhibit sufficient variation to
enable the study of closely related cultivars, populations
and individuals. Murakami (2001) also found significant
nucleotide variation among wild hops in the external
transcribed spacer (ETS) of the IGS region of 18s-26s
rDNA (IGS), although the number of wild hops studied
was limited.

The history of hops and their usage is surrounded by
uncertainty. It is not known when hops were first used



for beer brewing in Europe (Wilson, 1975; Delyser and
Kasper, 1994). How hops were domesticated in Europe is
also unknown although pollen records suggest hop
usage had already started in the early Roman era
(Wilson, 1975). It has been assumed that the origin of
European cultivars and wild hops was either from
central Europe, brought by people migrating from the
East, or simply from cultivation of native wild hops.
However, it has been suggested that European wild hops
themselves originated from past introductions and they
do not represent an autochthonous European plant
(Rybacek, 1991; Moir, 2000). Little is known about the
phylogenetic relationships among wild hops and their
genetic variability, nor about their origin and migration
routes (Neve, 1991; Pillay and Kenny, 1996; Murakami,
2000, 2001). Phylogenetic analysis among wild hops from
around the world could give insights into the evolution
and domestication of hops.

In this paper, we analyze a large number of wild hops
collected from around the world to assess their genetic
diversification based on nuclear and chloroplast DNA
differences. Nuclear DNA analyses made use of the IGS
length of 18s-26s rDNA and the 537 bp sequence of ETS.
A total of 12 noncoding regions of chloroplast DNA
(cpDNA) were sequenced (8kb in total nucleotides).
Such regions are generally considered to be free from
evolutionary constraint and where a relatively high rate
of molecular evolution is expected (Demesure et al, 1995).

Materials and methods

Plant materials
The wild hops, H. lupulus, used in this study were colle-
cted widely from the Northern Hemisphere: European

IGS A and A’ type

Phylogeny of hops
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countries (Austria, Czech Republic, Germany, Hungary,
Italy, Poland, Portugal and Ukraine), the Caucasus
region (located between the Black Sea and the Caspian
Sea), the Altai region (close to western China, located on
boundaries of Russia, Mongolia, Kazakhstan and China),
China, Japan and North America (Canada and the USA)
as shown in Figure 1 and Appendix 1. Unfortunately,
records of the locality of collection of Chinese hops were
ambiguous. Three samples from China were recorded as
just ‘Mongolia’, which could be either Mongolia or inner
Mongolia autonomous region, Similarly, two Chinese
samples were described as ‘Southern Chinese region’,
which could be either Sichuan or Yunnan province.
In this study, the ‘Mongolia” samples are described as
Northern Chinese hops, and the Sichuan or Yunnan
province samples are termed Southern Chinese hops.

All materials were maintained as rootstocks, at the
authors’ organizations. H. japonicus was collected in
Yokohama city, Japan.

DNA analyses

DNA was extracted using a Plant DNA extraction mini
kit (Quiagen), followed by purification according to
Murakami (2000).

IGS length and ETS sequence were examined among
147 individuals as detailed in Table 1, and PCR was
performed according to the method of Murakami (2000).
PCR fragments were purified by a High Pure PCR
Products Purification kit (Boehringer Mannheim), and
sequencing of ETS nucleotides was performed by the
method described by Murakami (2001).

For the cpDNA analyses, primers (Table 2) designed
by Demesure et al (1995) for specific noncoding regions
were used, and 125 individuals were examined (Table 1).

IGS B type

Figure 1 Geographical locality of samples and distribution of haplotypes. Black circle indicates the location of samples used in the analyses.
Solid and dotted lines show distribution of cpDNA and ETS sequence defined haplotypes, respectively. Distribution of two IGS length

haplotypes is also shown as horizontal bars.
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Table 1 Summary of haplotypes defined by nuclear and chloroplast DNA

Area Country Haplotypes (number of samples)
Nuclear Chloroplast
IGS ETS Sequence Indel
Europe Germany A(12) E(12) cpE(12) inE(12)
Czech A(36) E(36) cpE(18) inE(18)
Portugal A(20) E(20) cpE(14) inE(14)
Other® A(1D) E(11) cpE(11) inE(11)
Altai A(2) E(2) cpEQ2) inE(2)
Caucasus A1) E(1) cpE(1) inE(3)
A'(Q2) E'(2) cpE'(2)
Asia Northern China® AQ3) E@®) cpNC(3) inNC(3)
Southern China® B(2) SC(2) cpSC(2) inSC(2)
Japan B(34) J(25) cpJ(34) inJ(34)
7O
North America Canada B(24) NA1(19) cpNA1(@3) inNA1(Q2)
USA NA2(1) inNA1/(1)?
NA3(2) cpNA2(15) inNA2(15)
NA4(2) cpNA3(8) inNA3(8)

“Including samples from Austria (number of individuals: #=1), Hungary (n =2), Italy (n=5), Poland (n=1) and Ukraine (n=2).
PCollected in either Mongolia or inner Mongolia autonomous region. It was not determined clearly due to poor information on collection.
“Collected in either Sichuan or Yunnan province.It was not determined clearly due to poor information on collection.

9The inNA and inNA1’ differed by one indel, but the remaining sequence was identical as cpNAT.

Table 2 cpDNA noncoding region analysis

Primer Location of the primer Annealing  Extention — Fragment size  Primer for PCR No. of nucleotide
pair on cpDNA °C) (min) (approx. kb) and sequencing, (bp)
sequence (5'-3')
trnH tRNA-His(GUG) 65 1 1.6 ACGGGAATTGAACCCGCGCA 604
trnK tRNA-Lys(UUU)exon1 CCGACTAGTTCCGGGTTCGA 545
trnC tRNA-Cys(GCA) 53 3 2.6 CCAGTTCAAATCTGGGTGTC 975
trnD(1)  tRNA-Asp(GUC) GGGATTGTAGTTCAATTGGT 1160
trnD(2)  tRNA-Asp(GUC) 53 1 1.2 ACCAATTGAACTACAATCCC 541
trnT tRNA-Thr(GGU) CTACCACTGAGTTAAAAGGG 595
psbC pslI 44kd protein 53 1 1.6 GGTCGTGACCAAGAAACCAC 545
trnS(1)  tRNA-Ser(UGA) GGTTCGAATCCCTCTCTCTC 577
trnM tRNA-Met(CAU) 55 3 3.0 TGCTTTCATACGGCGGGAGT 568
rbcL RuBisCo large subunit GCTTTAGTCTCTGTTTGTGG 686
psaA PS I (P700 apoprotein A1) 65 3 4.0 ACTTCTGGTTCCGGCGAACGAA 705
trnS(2)  tRNA-Ser(GGA) AACCACTCGGCCATCTCTCCTA 712
Total 8213

Figures in parentheses of primer pair indicate different locus or region if they have the same name.

The PCR product of a single band was partially
sequenced from the primer used in PCR, and, in the
cases of trnC and trnD(1) regions, additional primers,
designated as trnCplus (TATCTTGAGTCTATATTT TTA
TAC) and trnD(1)plus (GCATTTATTGCTACTGCACT),
respectively, were designed and used for further sequen-
cing. Sequencing was performed by a Big Dye Termi-
nator Cycle Sequencing Kit (PE Applied Biosystems) and
the ABI PRISM™ 3100 Genetic Analyzer.

Sequences aligned using Clustral W (Thompson et al,
1994) were analysed using MEGA2 (Kumar et al, 2001)
and the neighbor joining tree was evaluated by repeating

Heredity

the analysis using 1000 bootstrap samples. For relative
rate testing, H. Japonicus was used as an out-group.
Kimura’s two-parameter method was used to determine
the nucleotide substitution rate per site. Combined ETS
and cpDNA noncoding sequence analysis was also
carried out by the maximum parsimony method imple-
mented in MEGA2, using the close neighbor interchange
algorithm for branch swapping, random addition, 500
replicates and 100 bootstrap samples. Indels found in
cpDNA noncoding regions can also provide evolutionary
information (Giribet and Wheeler, 1999) and were used
to build a reduced median network using the Network



software (Bandelt et al, 1995). The sequences used in this
study have been registered in DDBJ under the accession
numbers AB112490-AB112539, AB112596-AB112655 and
AB112750-AB112769.

Resulis

Nuclear DNA

IGS length: The primers for IGS PCR resulted in
multiple bands and in order to improve specificity, the
18s-IGS’ primer was changed to ‘19" (Murakami, 2001).
A length difference in the single amplified band was
found among the wild hops, and it distinguished three
haplotypes (Table 1). European, Altai and northern
Chinese hops showed a single band of approximately
4.0kb, designated as IGS A type. Caucasus hops were
found to have either IGS A type or a 3.8kb band,
designated as IGS A’ type. Samples from southern China,
Japan and North America were characterized by a band
of approximately 3.2 kb, designated the IGS B type.

ETS sequence difference: The 537bp ETS sequence
revealed two haplotypes, differing by two nucleotides, in
European, Altai and Caucasus hops. They were
designated as E and E’, and were linked with the IGS
A and A’ types, respectively. Northern Chinese hops
showed haplotype E, while southern Chinese hops had a
different DNA sequence that was designated SC. Two
haplotypes differing by a single nucleotide (haplotype ]
and J') were found in Japan. In North American hops,
four haplotypes were found, designated as haplotype
NA1 through NA4, and the average nucleotide variation
among them was 2.27. The number of individuals having
each haplotype defined by the ETS sequence is shown in
Table 1.

Nucleotide substitution rates among hops grown in
each area (group) varied from 0.0113+0.0045 (Japan
versus southern China) to 0.0170+0.0057 (Europe versus
Japan). No significant rate differences among the
haplotypes were found by the relative rate test using
H. Japonicus as an out-group. Neighbor joining tree
analysis of the haplotypes showed four clades as
(i) Europe-Altai-Caucasus—northern China, (ii) North
America, (iii) Japan and (iv) southern China, respectively
(Figure 2a).

cpDNA

Sequence differences: In all, 12 cpDNA noncoding
regions were combined, and were analysed by the
relative rate test using H. Japonicus as an out-group. A
significantly faster nucleotide substitution rate (P <0.01)
was found in European haplotypes, and it seemed to be
caused by two regions, trnH and trnS(1). These two
regions were therefore excluded, and the remaining
7032bp of nucleotides were used for the analyses of
DNA sequence. Eight haplotypes were distinguished by
nucleotide differences found in the cpDNA noncoding
regions. Among hops in Europe, Altai and Caucasus,
two haplotypes differed by a single nucleotide, and they
were designated as cpE and cpE/, respectively. The cpE’
haplotype was, however, found only in two of the three
Caucasus samples. A two nucleotide difference could
distinguish northern Chinese hops (haplotype cpNC)
from southern ones (haplotype cpSC). In the North

Phylogeny of hops
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American hops, three haplotypes were identified
(haplotype cpNA1 through cpNA3), and the average
nucleotide difference among them was 3.67. There was
no variation among Japanese hops (haplotype cp])).
While the nucleotide differences among Chinese,
Japanese and North American hops were relatively
small, from 0.0009+0.0003 to 0.00134+0.0004, the
comparisons between the haplotypes in Europe, Altai
and Caucasus, and the others showed higher values,
from 0.0020+0.0005 to 0.0024+0.0006 (Table 3).
Construction of a neighbor joining tree showed four
clades: (i) Europe-Altai-Caucasus, (ii) Japan, (iii)
Northern-Southern China and (iv) North America.
(Figure 2b).

Estimation of divergence time: Evolutionary divergence
time was estimated using the molecular clock hypothesis
from the combined sequence of cpDNA noncoding
regions. The heterogeneity of the nucleotide sub-
stitution rate within the genus Humulus was deter-
mined by the relative rate test using Cannabis sativa,
another member of the Cannabinaceae, as an out-group.
Its rbcL sequence is available on the DNA data Bank
(DDBJ AJ390068). The test revealed nonsignificant rate
variation between H. [upulus and H. japonicus at the third
codon position. To estimate the time of divergence
between H. lupulus and H. japonicus, we used a
previously reported nucleotide difference of the rbcL
(Murakami, 2000) and the rate of 1.23 x 10~° per site per
year, used for analyses of many species (Xiang et al,
2000). The time of divergence between H. lupulus and
H. japonicus was calculated as 6.38 million years ago
which would give an averaged nucleotide substitution
rate per site per year of 0.93 x 10~*, for combined cpDNA
noncoding regions.

Similarly, the time of divergence among Chinese,
Japanese and North American haplotypes was estimated
as between 0.46+0.17 and 0.69+0.21million years ago,
while the European haplotypes were estimated to have
diverged from the others between 1.05+0.28 and
1.27+40.30 million years ago (Table 3).

Maximum parsimony analysis of combined ETS and
cpDNA noncoding region
Combined sequences of parsimony-informative sites in
ETS and cpDNA noncoding regions gave eight haplo-
types in North America (ETS and cpDNA haplotype
combinations: NAlcpNA1l, NA2cpNA1l, NA2cpNA2,
NA3cpNA1, NA3cpNA2, NA3cpNA3, NA4cpNA1 and
NA4cpNA3), while two haplotypes were found in
Europe. One haplotype was found both in Southern
China and Japan. Northern Chinese hops were excluded
from this analysis because of their ambiguous origin.
Parsimony analysis of the 47 informative sites gener-
ated three minimal trees with a tree length of 60
substitutions. The trees showed the same topology
except for the branching pattern within the North
American clade. The overall consistency index was
0.850 and the retention index 0.869. The bootstrap
consensus tree is shown in Figure 2c where the primary
division is into European and Asian-North American
types. The bootstrap support was high for the European
lineage (100%) and moderate (72%) for the Asian-North
American lineage.
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Figure 2 Phylogenetic trees of haplotypes. (a) Neighbor joining (NJ) tree of haplotypes identified by partial external transcribed spacer
sequence (537 bp) and intergenic spacer (IGS) type of nuclear 26s-18s rDNA. For each clade, a 1000 bootstrap value is shown. Vertical bars
show IGS types having IGS A and B type with approximately 4.0 and 3.2kb lengths, respectively. IGS A’ type with approximately 3.8kb
length is found only in two Caucasus hops. The scale bar indicates nucleotide substitution rate per site determined by Kimura’s two-
parameter method. (b) NJ tree of haplotypes identified by combined sequence (7032 bp) of cpDNA noncoding regions. For each clade, a 1000
bootstrap value is shown. The scale bar indicates the same as shown in Figure 2a. (c) Maximum parsimony analysis of combined ETS and
cpDNA noncoding region. Northern Chinese hop samples were excluded from this analysis because of their ambiguous origin (see text). A
total of 47 informative sites generated three minimal trees with tree length of 60 substitutions, an overall consistency index of 0.850 and
retention index of 0.869.

Table 3 Nucleotide substitution rate per site and estimated divergence time based on the difference of combined cpDNA noncoding regions

Europe China Japan North America H. japonicus
Europe 0.0024 40.0006 0.0020+0.0005 0.0020+0.0005 0.0120£0.0012
China 1.27+0.30 0.0013+0.0004 0.0013£0.0003 0.012240.0012
Japan 1.05+0.28 0.69+0.21 0.0009 +0.0003 0.0115+0.0012
North America 1.05+0.26 0.69+0.18 0.46+0.17 0.0117+0.0012
H. japonicus 6.45+0.66 6.551+0.64 6.16+0.65 6.2840.64

The top diagonal indicates nucleotide substitution rate per site between the populations using Kimura’s two-parameter method, and the
bottom diagonal shows divergence time ( x 10° years ) estimated by the averaged rate, 0.93 x 10~° per site per year. All values are obtained
using cpDNA noncoding regions, accounting for 7032 bp, excluding frnH and trnS(1).

Structural differences among hops

Seven relatively large indels of at least 10 bp were found
in the cpDNA sequenced, and they could distinguish
seven haplotypes as detailed in Tables 1 and 4. A
reduced median network between the haplotypes is

shown in Figure 3, which also contains the position of H.
japonicus. The primary split of the network separating
inE (Europe-Caucasus—Altai) haplotype from the others
occurs at this position. From the latter, two lineages
appear distinguishing Japanese haplotype, inJ, from
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Table 4 Indels (>10bp) found in cpDNA noncoding regions
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A Murakami et al

Area (haplotype) DNA region

trnD(2) trnH trnM

trnC

Europe,Caucasus and Altai
(inE) — —

Southern China
(inSC) — —

Northern China
(inNC) — —

Japan
(n]) — —

North America
(inNA1') — —
(inNA1) — —
(inNA2) —
(inNA3) +30

Out group
H. japonicus — —

— — A13 A84

A10 — A13 —

A10 — — —

A10 +22 — —
A10 +22 — —

— — Al13 —

H. japonicus

Figure 3 Reduced median network of haplotypes defined by indels found in all cpDNA noncoding regions. A vertical bar on the connected

line between haplotypes indicates one indel.

southern Chinese haplotype, inSC. One of haplotypes
found in North America, inNA1’, shows the same indel
as that of inJ, and it connects to inNA1 haplotype. The
inNA1 and inNA1' haplotypes differed by one indel
(Table 4), but the remaining cpDNA sequence was
identical.

The network places Northern Chinese haplotype,
inNC, following inSC haplotype. Other haplotypes,
inNA2 and inNA3, are on the line from inNC haplotype,
showing four and five indel differences from inNAIl
haplotype, respectively.

Discussion

Molecular phylogenies by nuclear DNA, cpDNA and their
combined sequence

This study has shown that the phylogenic trees recon-
structed from nuclear DNA (ETS) and cpDNA sequence
data agree in terms of topology, except for the position of
northern China (discussed later). The haplotypes, char-
acterized by ETS, were deeply and primarily divided

into European, including Caucasus and Altai hops, and
Asian-North American types, although only a poor
bootstrap value (46%) supported the Asian-North
American clade (Figure 2a). Analyses both of cpDNA
noncoding regions (Figure 2b) and the combined
sequence (Figure 2c) resulted in the same topology
showing two clades of Europe and Asia-North America,
with the bootstrap values on the trees (Figure 2b and c)
moderately supporting the Asian-North American clade,
68 and 72%, respectively. Morphological, cytological and
chemical studies have also indicated a close relationship
between Asian and North American hops (Neve, 1991;
Stevens et al, 2000). Thus, Chinese, Japanese and North
American wild hops may be closely related to each other.

This study has shown the primary evolutionary
divergence to be into European and Asian-North Amer-
ican clades and, although Chinese samples were limited
in number, the geographic distribution suggests that
this deep divergence occurred in China. Our study
differentiated two clades, the European clade located in
Western China and the Asian-North American clade in
Eastern China, respectively (Figure 1). In addition to the
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haplotype distribution shown here, support for the
origin of the genus Humulus and hops, H. lupulus, being
in China, as hypothesized by Neve (1991) is provided
by the presence of related species, H. japonicus and
H. yunnanensis. These are indigenous only to Eastern
Asia (Small, 1978; Neve, 1991) and are not found in
North America.

North American hops and migration

Significant differences in anatomical characteristics
among North American hops have been found, and
three taxonomic varieties have been identified (Small,
1978). This study showed four and three haplotypes
defined by nuclear and chloroplast DNA nucleotides,
respectively. At the molecular level, these results confirm
a genetic diversity within North American hops.
Estimated divergence time among haplotypes within
the North American clade varied from 0.08 (cpNAl
versus cpNA2) to 0.54 (cpNA1 versus cpNA3) million
years ago, suggesting that the North American popula-
tion includes both recent and long-diverged haplotypes.

The network of indels places North American haplo-
types on the lines extended from Chinese and Japanese
haplotypes (Figure 3), suggesting that North American
hops are derived from genetically distinct Asian popula-
tions, nowadays recognized as Chinese and Japanese
hops. This suggests that a heterozygous hop population
migrated into North America or, alternatively, that
multiple migrations from distinct populations have
occurred.

If the origin of hops is, indeed, China (Neve, 1991),
migration must have occurred between the continents. In
many plant species, an eastern Asia — eastern North
America disjunction — has been found (Liu et al, 2002). It
is considered to have been formed several million years
ago in the late Tertiary period, as estimated from the
divergence time between the species Caulophyllum,
Penthorum, Phryma, Podophyllum, Decumaria, Campsis
and Cornus, in each region. However, one exceptional
species, Menispermum, diverged and migrated within the
last 0.31 million years, that is, the Quaternary period
(Xiang et al, 2000). Our study indicates that North
American and Asian hops diverged from 0.46+0.17 to
0.69+0.21 million years ago in the Quaternary period,
and hop migration into North America would appear to
have proceeded as for Menispermum species.

Northern Chinese hops

Northern Chinese hops gave inconsistent results from
the nuclear DNA and cpDNA analyses. Nuclear DNA
(ETS sequence and IGS length) of Northern Chinese hops
was identified unequivocally as of European type, while
the sequence of their cpDNA noncoding was close to that
of Southern Chinese hops, only differing by two
nucleotides, but was rather different from that of
European haplotypes, cpE and cpE/, differing by 17
and 16 nucleotides, respectively. These results suggest
the possibility that the Northern Chinese samples were a
hybrid of Chinese and European hops.

Historical evidence of the origin of hop production in
northern China indicates that it began with introduced
female hop cultivars from Europe (Barth et al, 1994).
Introgression between these introduced cultivars and a
wild native population may have produced a haplotype
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having a mixture of European nuclear and Chinese
cytoplasmic DNA. It is clear that further studies are
needed to clarify whether they are, indeed, genuine
indigenous wild plants.

European hops

The entire geographical distribution of the European
nuclear haplotypes remains unresolved due to the
ambiguous origin of our Northern Chinese samples.
However, it is evident that the European haplotypes,
determined by nuclear DNA and cpDNA, show a wide
distribution ranging between Portugal and the Altai
region.

Fossil pollen data has shown that European tree
species, for example, Oak (Quercus), Pine (Pinus) and
Alder (Alnus), migrated and expanded throughout
Europe after the last graciation, and a high migration
rate was observed, representing from a few hundreds to
thousands meters per year (Ferris et al, 1999). Scots pine
(Pinus sylvestris) is distributed from Scotland to east
Siberia, and the current population structure in Europe
was formed 7000-900 years ago (Dvornyk et al, 2002). In
North America, lodgepole pine (Pinus contorta) expanded
into a range of 2200 km over 12000 years (Marshall et al,
2002). The distribution of European hop haplotypes
found in our study covers a range of 7000 km, calculated
as the distance between Portugal and the Altai region.
This wide distribution suggests that migration, or gene
flow, occurred across Eurasia at a high rate, similar to
those for European trees (Ferris et al, 1999).

It has also been suggested that European wild hops
themselves originated from past introductions, brought
by people migrating from the East, and that they do not
represent an autochthonous European plant (Rybacek,
1991; Moir, 2000). If human behavior is involved in hop
migration, it would be expected that population size
would be reduced. One model of founder speciation
involves severe but short-term founder events that
reduce microsatellite allele variation by loss of rare
alleles without substantially reducing heterozygosity, the
test for heterozygosity excess could detect such kind of
founder events (Cournuet and Luikart, 1996). A recent
microsatellite DNA study of 11 loci (Murakami et al,
2006) analysed wild hops, in almost the same samples
used in this study. It found highly polymorphic micro-
satellites, but no significant excess heterozygosity
(P>0.05) in European wild hops, thus providing no
evidence of recent founder events of this type.

Nuclear and chloroplast DNA analyses in this study
have indicated that genetic differentiation of European
hops was found only in the Caucasus region. A
phylogenetic tree based on microsatellite DNA also
showed the Caucasus hops to be deeply divergent from
a large cluster of European hops (Murakami et al, 2006).
This differentiation could have arisen if the Caucasus
region was genetically isolated from other European
populations, perhaps as one of the refugia located in
southern Europe area during glacial periods. A similar
effect has been observed in some species of European
tree (Ferris et al, 1999).

Thus, our study of European haplotype distribution
has allowed important aspects of their history to be
deduced. The current distribution suggests a similar
history to European trees, which are thought to have



been affected by the last glacial periods. After the last
glaciation, hops may have expanded from southern
refugia and, since a founder event was not detected,
this may have occurred naturally rather than through
human association.

Microsatellite analyses indicate that cultivars share
alleles with the European native population and would
be classified within this population (Jakse et al, 2004;
Murakami et al, 2006, unpublished data). This strongly
suggests that traditional cultivars were simply selected
from natural wild populations, presumably because of
their superior qualities for beer production.

Breeding and genetic resources

Although all modern cultivars have much common
ancestry (Seefelder et al, 2000; JakSe et al, 2001), some
important characteristics have been derived from wild
hops. It appears that high alpha-acids content and
resistance to Verticillium wilt disease originated from
North American wild hops (Neve, 1991). In this study,
North American wild hops were confirmed to be distinct
and a high degree of genetic variation still remains
within them. Similarly, Japanese and Chinese hops are
identified as genetically differentiated hops and thus
wild germplasm from these regions may be a new
genetic resource to expand genetic variation for breed-
ing. Indeed, a new characteristicc a high level of
resistance to aphids, was found in a wild male hop
collected in Japan (Darby, 1999).

In addition to the agronomic and brewing character-
istics of hops, their pharmacological properties have
recently been studied with promising results (eg Stevens
et al, 1998). Different compositions of medicinal compo-
nents have been found in wild hops (Stevens et al, 2000).
This strongly suggests that wild hop resources have
potential in new applications as well as within the
brewing industry.
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Appendix 1

Summary of sample.

Region Country District or origin Number of individual
Europe Germany Berlin and Ostsee 4
Frankfurt 1
Munich 7
Czech Republic Zatec 3 16
Litoméfice and Usték 8
Central Moravia 5
Eastern Bohemia 7
Portugal 20
Italy Garda lake 1
Nera valley 2
Cascia valley 1
Norcia valley 1
Austria Salzburg 1
Hungary Platten lake 2
Poland Kazimierz 1
Ukraine 2
Caucasus Russia 3
Altai Russia Biysk town 2
Asia China Inner Mongolia or Mongolia 3
Sichuan or Yunnan 2
Japan Hokkaido island 4
Northern main island 14
Central main island 16
North America Canada Saskatchewan 1
Us Montana 7
North Dakota 2
Minnesota 1
Missouri 1
Utah 1
Corolado 5
TIowa 1
Nebraska 2
Arizona 2
New Mexico 3
Total 149
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