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MODELDO DE UTI1TLIDAD
por VEINTE afnos
solicitado en Espafia a favor de MILOUDA LTD., de nacionali-
dad israeli, domiciliada en Mobile Post Ashrat, Israe"lr
25201, por "Recipiente para cultivos de tejidos d" planta”,
con prioridad de la solicitud israeli 69332 de fecha 26 ju-
lio 1983.
MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invencion se refiere a recipientes de
cultivo de tejidos de planta. Mas particularmente la presen-
te invenciéon se refiere a un nuevo tipo de recipiente”para
cultivos en el que puede dispensarse una mezcla estéril de
tejidos de planta y medio de una forma tal que el material
de planta quede por encima de una base de medio y en buen
contacto con ella.

Un tal recipiente de cultivos tiene muchos usos
en la propagacion ae cultivos de tejidos de planta y es par-
ticularmente Gtil en procesos del tipo que se describen en
la solicitud de patente espanola no. 534.846 presentada en
esta misma fecha a nombre de la misma sociedad solicitante,
ya que dicho recipiente es particularmente util para proce-
sos que comprenden la transferencia a granel de cultivos de
tejidos de plantas que a su vez es necesario para la automa-
tizacion de la produccién de plantitas derivadas del culti-

vo de tejidos.
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El procedimiento convencional para la propagacion
de cultivos de tejidos de plantas se practica ampliamente
y hay abundante literatura sobre ella. Por ejemplo, se des-
criben las practicas actuales por P.F. Wetherall, "In Vi-
tro Propagation™ (Avery 1982); B.V. Conger, Ed; "Cloning
Agricultura! Plants via In Vitro Techniques'™. (CRC Ppa”™s,
1981); T.A. Thorpe "Plant Tissue Culture - Methods and
Applications in Agriculture”™ (Academic Press, 1981)™ Ep pa-
labras sencillas, la propagaciéon "in vitro" consiste en re-
tirar asépticamente una parte de una planta y colocarla en
un medio nutritivo que provoca el crecimiento y/o Ii.pro—
liferacion. Mas particularmente, el cultivo de tejidnsrde
plantas puede dividirse en una secuencia de tres etapas
principales. El objetivo de la primera etapa es la inib-ia-
cion de un cultivo aséptico de rapido desarrollo. Este cul-
tivo puede iniciarse a partir de una serie de los Organos
de la planta.

Tipicamente, las muestras se desinfectan en la
superficie y luego se manipulan bajo condiciones estériles.
Después de desinfeccion, se aclaran las muestras varias ve-
ces con agua destilada estéril y se trocean en segmentos
deseados con segmentos estériles. Entonces se coloca la
muestra en un recipiente de cultivo en contacto con el me-
dio y se coloca el recipiente en una sala de cultivo en que
la cantidad de luz, el periodo de luz y la temperatura es-

tan controladas.

Después de aproximadamente seils a ocho semanas



en la sala de cultivos, se utiliza el material de las mues-
tras desarrollado para la iniciacion de la etapa de multi-
plicacion de la propagacién "in vitro”. Aqui se saca la
muestra desarrollada asépticamente de su recipiente y se
recorta y se divide si hace falta. Entonces se coloca el
tejido en un recipiente de cultivo sobre un medio quejcgn—

B o A n =
tiene la composiciéon y el equilibrio hormonales apropiados
para inducir la multiplicacion y se devuelve a la sala de
cultivos. Transcurridas otras seis a ocho semanas en 1fa sa-
la de cultivos en un medio de multiplicacidon se retira el
tejido asépticamente de su recipiente, y se divide, sé
transfiere a un nuevo medio y se devuelve a la sala déiCul-
tivos. Esta transferencia se realiza o bien a un medid”de
crecimiento que se formula para inducir el desarrollé-de
tallos, con o sin raices, que pueden resistir la transicion
al ambiente del invernadero o a un medio de multiplicacion
nuevamente para continuar la propagacion.

La capacidad de reciclar repetidas veces el culti-
vo de tejidos a través de la etapa de multiplicaciéon (etapa
I1) es el secreto de los aumentos rapidos que son una de
las principales ventajas de la propagacidén "in vitro”. No
obstante, este procedimiento es una actividad que utiliza
mucha mano de obra, y se ha estimado que hasta un 60-65%
del coste de produccion de plantas "in vitro" puede atri-
buirse a sueldos, salarios y gastos asociados (W.C.
Anderson, G.W. Meagher and A.G. Nelson, Cost of Propagating

Broccoli Plants through Tissue Culture, Hortscience 12:
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543-544, 1972); (A Donnan, Jr., S.E. Davidson and C.L.

Williams, Establishment of Tissue Grown Plants in the
Greenhouse Environment. Proc. Fla. State, Hort. Soc. 91:
235-237, 1978). Consiguientemente, se han hecho muchos in-
tentos para reducir los gastos relacionados con la.mano de

obra.

Se describe un tal intento acertado en la ‘ditada
solicitud de patente espaﬁola no. 534.846, en la que, ge rei-
vihdica un procedimiento"para la propagacidén de culé}gos de
tejidos de planta al menos semlautomatlzada y eventualmente
totalmente automatlzada que comprende' proporcionar un cul-

tivo de tejido de planta que contiene un gran numero-db ZO-
nas meristemadticas densamente apretadas, separar yigiébear
automdticamente dicho tejido en pequefios racimos de;}éjidos
meristematicos, transportar a granel dichos tejidos separa-
dos asépticamente a un aparato separador en el que se lavan
dichos tejidos y se obtienen propagulos de tamafio substan-
cialmente uniforme y substancialmente libres de restos de
célula fitotdxicos, transportar asépticamente dichos propa-
gulos a un recipiente de cultivo y distribuir dichos propa-
gulos sobre la superficie de un medio de cultivo.

Para su uso en dicho procedimiento asi como para
otros usos, la presente invencidén proporciona un recipiente
de cultivo de tejidos de planta dotado de un elemento tami-
zador fino substancialmente plano elevado por encima de la

superficie inferior interior del recipiente, siendo dicho

recipiente esterilizable, substancialmente sellable y adap-
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tado para el crecimiento de cultivos de tejidos de plantas
soportados en la superficie de dicho elemento tamizador en
contacto 6ptimo con un medio de cultivo que llena dicho re-
cipiente hasta el nivel de dicho elemento tamizador, estan-
do dimensionado dicho elemento tamizador para permitis el

paso de dicho medio de cultivo a su través mientras.rgtiene

dicho cultivo de tejidos en su superficie.

En una posible realizacibdn de la presente jpnven-
cidén dicho elemento tamizador estd soportado en safféﬁtes
previstos en las paredes laterales interiores de dicho re-

s
cipiente, mientras que en realizaciones preferidas de 1la

L d
. L] e

invencién, tal como se describe con mayor detalle més.‘ade-

lante, dicho elemento tamizador estd soportado dentnd-.de
dicho recipiente en un elemento emparrillado a monEaé pa—
lo+ posicionado en la superficie inferior interior de dicho
recipiente, estando dotado dicho palet de aberturas que fa-
cilitan el flujo libre de liquido dentro de las zonas defi-
nidas por dicho emparrillado.

Preferiblemente dicho elemento tamizador tiene
un tamafio de malla de aproximadamente 250 a 4000 micras y
se prefiere especialmente un elemento tamizador que tiene
un tamafio de malla de aproximadamente S00 hasta aproximada-
mente 700 micras.

En los sistemas hidropbénicos y otros similares
de brote de semillas, tales como se describen en las paten-

tes USA 2.062.755; 4.057.930; 4.135.331; y 4.355.484 se des-

criben diferentes disposiciones de tamices de soporte de



10

15

20

25

semillas y/o plantas, no cusrtants se proporcionan para so-
portar la semilla o planta por encima de un medio acuoso
o liquido de modo que no se ahoguen en él y dichas patentes
no describen ni sugieren el uso del elemento tamizador rei-
vindicado aqui en la técnica no analoga de la prop§%aqién

de cultivos de tejidos de planta ya que en la prop?gacién

de cultivos de tejidos de planta, suelen empotrarsé‘f&; pro-
pagulos de cultivo de tejidos de planta en el mediq de cul-
tivo y simplemente no existe el problema de ahogars@héh 11~
quido.

Asi, a pesar de que la técnica de cultivar plan-

tas sobre agua encima de tamices de soporte existe deede
hace cincuenta afios segun se describe, por ejemplo'eg:ia
patente USA 2.062.755, hasta ahora no se ha reconoqiab nin-
guna ventaja en el uso de un elemento tamizador en la propa-
gacién de cultivos de tejidos de planta. Ademas, los elemen-
tos de soporte de tamiz utilizados en dichos sistemas hidro-
pbénicos son de varios ordenes de magnitud mayores que los
que se utilizan en la presente invencibén y rno estén dimen-
sionados para permitir el paso del medio de cultivo a tra-
vés de éllos mientras retienen el cultivo de tejidos en su
superficie segln se describe y se reivindica en el presente
modelo. |

Dicho recipiente se hace preferiblemente de un
material susceptible de tratamiento en autoclave tal como

un plastico de policarbonato o material similar segin se

describe, por ejemplo en las patentes USA 4.,224.765 y
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4.358,908.

Tal como ya se ha indicado la invencidén es Gtil
primariamente en la produccidn de plantitas derivadas de
cultivos de tejidos por procedimientos automatizados. Des-

pués de que se ha cortado y/o dividido el iejido de, 1 plan-

ta a granel, debe transportarse mecénicamente a un geg¢ipien-
L] L
®oe®

te de cultivo y plantarse en contacto con un medio en dicho

recipiente de forma tal como para facilitar el cregimjento

y el desarrollo del tejido. Ahora, puede lograrse de “torma

sencilla suspendiendo el tejido de planta en un liquido y

.
oo s

dispensando esta suspensidn volumetricamente a un recipien-.

L
L] *®
L8 J

te de cultivos segin la presente invencidn. veat

Cuando se dispensa una mezcla de tejidos'HEZblan—
ta y medio al recipiente de la presente invencién,.éiﬂmedio
atraviesa el tamiz mientras que los tejidos de planta que-
dan retenidos por el tamiz. Cuando se afiade la mezcla hasta
que el nivel del medio alcanza al nivel del tamiz, el mate-
rial de planta esté en una capa uniforme encima de una base
de medio. Esta es la configuracidn O6ptima para el crecimien-
to y desarrollo del tejido para dar plantitas.

Otra ventaja del recipiente de la presente inven-
cién es permitir la transferencia a granel de cultivos de
tejido en desarrollo a un medio sdlido o liquido nuevo.
Cuando se utiliza un medio a base de agar, el tejido de
planta se adhiere sueltamente al tamiz, consiguientemente

la transferencia a granel puede efectuarse simplemente tras-

pasando el tamiz a un nuevo recipiente que contiene una ba-
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se de medio sdlido o liquido. Alternativamente, si el culti-
vo de tejido estd descansando en un medio liquido, entonces

puede afiadirse un medio nuevo al recipiente de cultivo des-

pués de retirar el medio agotado por aspiraciodn.

Otra ventaja es permitir la retirada a granel de

] o0
plantitas desarrolladas para su envasado y envio poco.costo-
L .

S
" ee?®

sSOS.

Otra ventaja todavia es que permite un tamizado

"in vitro" poco costoso de plantas crecidas para su resis-

tencia al stress ambiental. 0 sea, las plantitas cultivadas

sobre el elemento tamizador pueden transferirse a granel

L
L] . .

LN ) P
a un medio que contiene el agente contra el gque se Ha*de

hacer la seleccidn. Aqui, simplemente, puede cambiar<e el

medio liquido por debajo del tamiz e introducirse eioagente
a combatir conjuntamente con el nuevo medio.

Ahora se describirid la invencidn en conexidén con
ciertas realizaciones preferidas con referencia a las figu-
ras ilustrativas de modo que puede comprenderse mejor. Se
hace hincapié, no obstante, en que los detalles ilustrados
y descritos se dan a titulo de ejemplo y a efectos de una
descripcidn ilustrativa Unicamente y se presentan para pro-
porcionar lo que se cree es la descripcibén mas Gtil y méas
fadcilmente entendida de los principios y aspectos conceptua-
les de la invencidén. En este sentido no se intenta ilustrar
detalles estructurales del recipiente y sus partes componen-
tes con mayor detalle que sea necesario para una compren-

&/c

sién fundamental de la invencidén, haciendo evidente a los



10

15

20

25

técnicos en la materia la descripcidén leida conjuntamente
con los dibujos cbémo puede realizarse la invencidén en la
practica. |

En los dibujos:

la Figura 1 es una vista en seccién trangyersal

de un recipiente de cultivo construido de acuerdo con.la
[ ] ®
®ee®

presente invencidn;

la Figura 2 es una vista en planta desde.agriba

de un recipiente de cultivo construido de acuerdo con la
presente invencidén, ilustrando un palet y sb6lo una parte
*
(X R K]

de un elemento tamizador colocado por encima de aquél; y

la Figura 3 es una vista lateral de la téb;-ﬁel

recipiente. sete

Gon referencia ahora a las figuras con datalie,
se ve un recipiente 1 de policarhonatc y susceptible de es-
terilizarse en autoclave dotado de un tamiz fino 2 de nyldn
de malla de 600 micras y susceptible de esterilizarse en
autoclave a un cm por encima de la superficie inferior inte-
rior 3 del recipiente. El1 tamiz forma una superficie plana
en el recipiente cubriendo toda su dimensidn interior de
modo que muy poco material de planta_puede filuir alrededor
del tamiz. El1 tamiz se apoya en un elemento emparriliado 4
de policarbonato como forma de paleta disefiada para permi-
tir que el tamiz quede plano mientras se dispensa la mezcla
de medio/tejido de planta. El.palet 4 estd disefiado también

para establecer una distribucidn uniforme de medio en todo

el recipiente, permitiendo que el medio fluya a través de
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aberturas 5 en la parte inferior de las paredes del palet

4, Una vez lleno, se cierra el recipiente con una tapa 6 de
policarbonato susceptible de esterilizarse en autoclave tal
como se ilustra en la Figura 3 y estad dimensionada para ce-

rrar dicho recipiente 1 herméticamente. "
. .

En uso operativo, se dispensa uniformemengs, una
mezcla de medio/tejido de planta para la superficiehﬁél ta-
miz 2. Cuando el medio alcanza el nivel del tamiz ge,ffermi-
na el suministro. Asf el recipiente estd lleno de fofma tal
gue una capa uniforme de tejidos de planta descansa sobre

una base de medio y en buen contacto con élla y 1ueé6°%e

sella el recipiente con su tapa 6. vee’

Ser4d evidente a los técnicos en la materie-*que
la invencién no esti limitada a los detalles de la.fééliza—
cidén ilustrativa descrita ariba y que puede realizarse la
presente-invencién en otras formas especificas sin separar-
se de sus atributos esenciales y por lo tanto se desea que
se considere la presente realizacibén en todos los aspectos
como ilustrativa y no restrictiva, haciéndose referencia a
las reivindicaciones anexas en vez de a la descripcidén que
antecede y se tiene la intencidén por lo tanto de abarcar
todos los cambios que caigan dentro de la significacibén y
gama de equivalencia de la reivindicaciones.

A los efectos consiguientes, se declaran de nove-

dad, propiedad y utilidad para Espafia, sus territorios y

plazas de soberania, las reivindicaciones que siguen.
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REIVINDICACIONES

1.- Recipiente para cultivos de tejides de plan-
ta, caracterizado porque esti dotado de un elemento tamiza-
dor fino substancialmente plano elevado por encima de la

superficie inferior interior del recipiente, siendo_digho

L4 .
- (X

recipiente esterilizable, substancialmente sellable,y adap-
tado para el crecimiento de cultivos de tejidos de ETanta
soportados en la superficie de dicho elemento tamizadQr en

contacto éptimo con el medio de cultivo que llena dicho re-—

cipiente hasta el nivel de dicho elemento tamizador, estan-

do dimensionado dicho elemento tamizador para permitir el
o et
”» - A 3
paso de dicho medio de cultivo a su través mientras*retiene

dicho cultivo de tejidos en su superficie. ceve

2.- Recipiente segiin la reivindicacidn 1,;ééracte—
rizado porque dicho elemento tamizador estd soportado den-
tro de dicho recipiente en un elemento emparrillado con for-
ma de palet posicionado sobre la superficie inferior inte-
rior de dicho recipiente, estando dotado dicho palet de
aberturas que facilitan el flujo libre de liquido dentro
de las zonas definidas por dicho emparrillado.

3.- Recipiente segln la reivindicacidén 1, carac-
terizado porque dicho elemento tamizador esta soportado en
salientes previstos en las paredes interiores laterales de
dicho recipiente.

4.- Recipiente segln la reivindicacidén 1, caracte-
rizado porque dicho elemento tamizador tiene un tamafio de

malia de aproximadamente 250 a 4000 micras.
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5.- Recipiente segiin la reivindicacidén 1, caracte-
rizado porque dicho elemento tamizador tiene un tamano de
malla de aproximadamente 500 a 700 micras.

6.~ Recipiente segin la reivindicacidn 1, cqracte-
® e

rizado porque dicho recipiente estad hecho de un matgrial

susceptible de esterilizarse en autoclave.

7.- Recipiente segiin la reivindicacidn 6, c¢aracte-

rizado porque dicho recipiente esta hecho de pléstfgé'de
policarbonato susceptible de esterilizarse en autoclave.

8.- Recipiente segin la reivindicacion 1, caracte—
] 0..
rizado porque dicho elemento tamizador esti posiciomado a

varios centimetros por encima de la superficie infén®sr in-

terior del recipiente. cve ®

9.- Recipiente segin la reivindicacibén 1, caracte-
rizado ademAs porque comprende una tapa dimensionada para
cerrar herméticamente dicho recipiente después de su llena-
do.

10.:- Recipiente segin la reivindicacién 9, carac-
terizado porque dicha tapa est& hecha de mate:ial suscepti-
ble de esterilizarse en autoclave.

11.- "RECIPIENTE PARA CULTIVOS DE TEJIDOS DE PLAN-
TA",

Todo ello conforme se describe y reivindica en

la nresente memoria que consta de trece hojas foliadas y

mecanografiadas por una sola de sus caras y de una lamina




de dibujos que la ilustran.

mem
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BARCELONA, 25 JULIO 1984
P.A. M. CURELL SUNOL
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