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MEMORIA DESCRIPTIVA

para solicitar PATENTR DE INVENCION

a noumbre de PERSONNALITE JURIDIQUE DE LA STATION DES
CULTURES FRUMIERES ET MARAICHERES

entidad belga

establecida en Chaussée de Charleroi, 234, 5800 Gembloux,
Bélgica.

por: "PROCEDIMIENTO PARA MULTIPLICAR DE FORMA ACELERADA
LAS PLANTAS DE FRESA",
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La presente invencidn se refiere a la mul-
tiplicacidén acelerada de plantas de fresa por "micropro-
pagacidén in vitro", lo que permite obtener varios millo-
nes de plantas nuevas cada aflo, partiendo de un solo pié
madre.,

Es conocide actualmente la multiplicacidn
de fresas por estolones, lo que permite obtener solamen—
te de 30 a 50 plantas nuevas por pié madre y por afio.

Segin la presente invencién, se pueden ob-
tener millones de plantas nuevas por afio partienﬂo de un
s0lo pié madre, y ello activando las yemas axilares o ad-
vénticias, normalmente inactiwvas, que se hallan en la ba-
se de los peciolos de unz pléntula joven cultivada de.fqg
ma egtéril, con ayuda de una citoquinina incorporada ea
un medio nuiritivo.

Cuando una yema axilar o adventicia se si-
tia en un medio nutritivo con incorporacién de citoguini-
na, se produce una proliferacién de yemas axilares o ad-
venticias que continla durante todo el tiempo que la ci-
toquinina siga siendo activa, es decir, aproximadamente
de 6 a 8 semanas.

Las yemas de nueva formacién asi obtenidas
se dividen e individuvalizan, y entonces pueden prdliferar
& su vez, si se trasplantan a un medio enriquecido con eg

ta citoquinina.
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- Una particularidad de la invencién estriba
en el hecho de que la proliferacifn de las yemas se detig
ne a voluntad por simple supresidén de la citoquinina; es
decir, que las yemas se organizan como jévenes plintulas
de fresa, con hojas y raices, gue pueden entonces ser plan

tadas en plena tierra y conducidas como un estolén normal.

En laboratorio, se ha producido primerq‘a
la obtencién de una joven pldntula, culitivada estérilmén—
te, y obtenida de meristemas u otra via conocida; esta'
pléntula sirve como material de partida, y ha sido tras-
plantada asépticamente en tubos de ensayo de 25 x 150 mm
que contienen 15 ml de una solucién nutritiva que contiz-
ne los macroelementos de la solucién minersl de Knop, los
microelementos de Murashige y Skoog, 0,5 mg/l de 4cido ni
cotinico, 0,5 mg/l de piridoxina. HCL, 2,0 mg/l de glici=
na, 0,1 mg/l de tiamina. HCl, 100,0 mg/1l de meso-inosita,
1,0 mg/l de 4cido indolilbutirico, 40,0 g/l de glucows, '
8,0 g/l de agar. ELl pH del medio 8e ajusta a 5,6 antes de
tratar en autoclave., A esta férmula nutritiva, que ha re-
sultado ser buena en todos los presentes ensayos, em ne-—
cesario afladir una cierta cantidad de citoquinina, para
obbener un desarrollo importante de yemas axilares o ad-
venticias.

En los ensayos, la dosis de 1 mg/l de 6-ben

cilaminopurinae (6 6-benciladenina) ha resultado eficaz ra
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ra todas las variedades de fresa ensayadas. Por debajo de
0,01 mg/l y por encime de 100 mg/l las dosis son inefica-
ces o téxicas, BEs posible que otras citogquininas puedan
activar igualmente a las yemas inactivas.

Tras la preparacién, las soluciones nutri-
tivas se vierten en un recipiente apropiado (tubos o bo-
cales de esterilizar), y luego se esterilizan en autdclg
ve a 1109C durante 15 minutos. También se puede utilﬁzar
pere la esterilizacibn una gama de otras temperaturas'o
tiempos. ' _

Tras 3 a 4 semanas de residencia en el ne-
dio nutritivo estéril, la joven pléntula de partida comien
za a echar yemas (desarrollo de yemas axilares o adﬁen%i-
cizs). BEsta proliferacién de las yemas adventicias o axi-
lares continla durante al menos 3 a 4 semanas. En este mo
mento, la pldntula ha formado una masa de yemas (15Agv30,
a veces mds) que no desarrollan mds que muy poco de hojas
v rafices. Por el contrario, se puede dividir esa masa de
yemas, individualizar cada una de ellas, siempre en ambien
te estéril, y trasplantarlas a un medio nutritivo de nue-
vo aporte.

En ese medio, siempre enrigquecido en cito-
quinina, por ejemplo 6-bencilaminopurina en cantidad de
1 mg/1l, segln las exveriencias, la formacién de yemas con

tinuard efectudndose al ritmo de 15 a 30, como media, ca-
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da 6 a 8 semanas.

La divisién y el trasplante se pueden efec—
tuar de esa manera con toda la frecuencia necesaria, has—
ta el momento en que se disponga de la cantidad de mate-
rial necesaria. En ese momento, las yemas se trasplantan,
tras divisién, al mismo medio nutritivo en el que se preg
cinde, sin embargo, de afiadir la citoquinina. De nuevo, es
el medio descrito el que ha dado los mejores resultados,
pero no hay que decir que se pueden utilizar otras formu-
laciones.

Lo que interesa es suprimir la citogquinina,
o por lo menos disminufr la concentracién de citogquinina
(segin las experiencias hasta menos de 0,1 mg/l de 6-ben~
c¢ilaminopurina). En esas condiciones, las yemas divididas
desarrollan hojas y rafces trag aproximadamente 3 semanas.

Una a dos semenas mds tarde, las jévenes
plantas pueden ser trasplentadas a plena tierra, en un man
tillo bastante ligero, de preferencia no estéril, para evi
tar el enmohecimiento superficial., La radicacién es f4cil,
con la condicidén de gque se mantengan las jévenes plantas
trasplentadas en una atmésfera himeda (nebulizacién de
niebla, o cajoneras de pldstico transparente bastante es-
tancas). De tres a cinco semanas mds tarde las ‘pléntulas
trosplantadas tienen el vigor y la talla de una planta de

estolén normal.,
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Las condiciones de cultivo de la sala de
crianza de plantas en multiplicacién acelerada son: Tem-—
peratura constante de 249C, luz aportada por iluminacién
artificial ( 6 tubos L de 40 W por 1,20 m2 de anaquel)
suministrada 16 h/dfa. La humedad relativa del aire no dg
sempefia ningin papel. Estas condiciones pueden variar en-
tre ciertos limites, de 10 a 30°C de temperaturs, ya sea
constante, ya sea variable entre la noche y el dia. Lu luz
puede ser suministrada por todos los tipos de ldmparas,
con la condicidn deé resvetar un umbral minimo de intéﬁsi—
dad (1500 a 2000 lux). Se puede trabajar igualmente en in
vernadero, perc enbtonces hace falta un alumbrado de puabo
sl se trabaja en anagueles superpuestos, para alumbrar las
tabletas inferiores.

Los vagos de cultivo son los tubos de cui—
tivo cldsicos, princinalmente el tubo de 25 x 150 mﬁ; 0
bocales de esterilizar de medio o tres cuartes de litrs;
que resultan muy précticos para la obtencién de gran nime
ro de plantas en un volumen muy pequeilo,

El paso de la formzeidén de yemas a la dife-
renciacidn en plédntulas jévenes con hojas y raices, segui-
do por retorno a la formacién de yemas, ha podido efectuar
se numerosas veces sin alteracién del material vegetal.
Las variedades son enteramente respetadas por este proce

dimiento de multiplicacién acelerada. El regulador del me
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canismo es la citoauinina (la 6-bencilaminopurina), en
dosis de 0,01 mg/l a 10 mg/l. Se trata por tanto de wn
procedimiento muy flexible, y con rendimiento muy eleva-

do.,
La multiplicacién en condiciones estériles

garantiza al 100% el estado sanitario del material produ-
cido.

La invencién se ha descrito a simple titu~-
lo de ejemplo, y no hay que decir que se pueden reaiizér
numerosas modificaciones en su realizacién, sin apartarse
de su espirutu. ’

La presente solicitud, que corresponde o
la presentada en Bélgica, el 19 de Julio de 1.974, bajo
el ntdmero PV 0/146738, se acoge a los beneficios del ar~
ticulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Induetfiih

~ REIVINDICACIONES =

Los puntos de invencién propia y nueva, que
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se presentan para gue sean objeto de esta solicitud de
Patente de Invencidén en Espafia, por VEINTIE afios, son los
que se recogen en las reivindicaciones siguientes:

12,~ Procedimiento pars multiplicar de for-~
ma acelerada las plantas de fresa, por "micropropagacién
in vitro", caracterizado porque las yemas axilares o ad-
venticias, normelmente inactivas, que se hallan en la ba-
se de los peciolos de una pléntula joven cultivada de for-
ma estéril, se sitdan en un medio nutritivo en presenéia
de una citoquinina, y tras algunas semaﬁas la joven plén—
tula forma una masa de yemas que, a su vez, Se Separan y
trasplantan a un nuevo medio nutritivo en presencia de ci
$oquinina,. ) 4

28 ,~ Procedimiento segin la reivindicacidn
12, caracterizado porque las yemas axilares o adventicias
se sitdan de forma estéril en un medio nubritivo en pre-
gencia de citoguinina, para formar una plédntula con una
masa de yemas que tras 6 a 8 semanas se separan, para ser
trasplantadas a su vez a un medio nutritivo enriguecido
en citoguinina, efectudndose la obtencidén de pldntulas con
hojas y raices disponiendo las yemas obtenidas en un me-
dio nutritivo Unicamente, y luego se plantan en plena fig
rra tras algunas semanas, y se conducen como w estoldn
normal.

38,~ Procedimiento segin las reivindicacio-




10

[
g

20
25

26.4.76

&

nes 1% y 28, caracterizado porque el medio nutritivo estd
constitufdo por macroelementos de la solucién mineral de
Enop, los microelementos de Murashige y Skoog, 0,5 mg/l
de 4cido nicotf{nico, 0,5 mg/l de piridoxina., HC1l, 2,0 mg/l
de glicina, 0,1 mg/l de tiamina. HCl, 100,0 mg/l de meso-
-inosita, 1,0 mg/l de 4cido indolilbutirico, 40,0 g/l de
glucosa, 8,0 g/l de agar, ajusténdose el pHi del medio a
5,6, antes de la esterilizacién.

48,- Procedimiento segin las reivindicaciones
12 g 38, caracterizado porque la cantidad de citoquinina
afiadida al medioc nutritivo estd comprendida entre 0,01 mg/l
y 100 mg/l.

5a8.- Procedimiento segin las reivindicaciones
12 a 4%, caracterizado porque la citoquinina se ajiade al me
dio nutritivo en proporeidn de 1 mg/l.

62,~ Procedimiento segin las reivindicacilones

18 g 58, caracterizado porque la citoquinina es la 6-bencil§

minopurina,
78,- Procedimiento segin las reivindicaciones

18 a 58, caracterizado porque la citoquinina es la 6-benci

ladenina,
82,- PROCEDIMIENTO PARA MULTIPLICAR DE FORMA

ACELERADA LAS PLANTAS DE FRESA.
Tal y como se ha descrito en la Memoria que an

tecede, y para los fines que se han especificado.
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ACN,

Esta Memoria consta de diez hojas escritas
quina por una sola cara.
Madrid, 031751976
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