ES 2 134 133 Al

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Nﬂmero de publicacién: 2 134 133
@D Nimero de solicitud: 9700700
6D int. C1.5: AO1H 4/00

®) SOLICITUD DE PATENTE Al

@ Fecha de presentacién: 04.04.97

Fecha de publicacién de la solicitud: 16.09.99

Fecha de publicacién del folleto de la solicitud:
16.09.99

@Solicitante/s: Instituto Nacional de Investigacién
y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA)
José Abascal, §6
28003 Madrid, ES
Direccion General Investigacion y Formacién
Agraria. Consejeria de Agricultura y Pesca.
Junta Andalucia
Universidad de I\/rélaga

@Inventor/es: Bercel6 Muiioz, Araceli y
Pliego Alfaro, Fernando

Agente: Gonzalez Vacas, Eleuterio

Tl’tulo: Método para la micropropagacion de

@ Resumen:

Método para la micropropagacién de aguacate (per-
sea americana mill.) adulto.

El método comprende la multiplicacién del material
vegetal adulto procedente de drboles de aguacate en
un primer medio de multiplicacién liquido, y poste-
riormente en un segundo medio de multiplicacién de
doble fase, y el enraizamiento del material vegetal
procedente de la multiplicaciéon en el medio de do-
ble fase en un primer medio de enraizamiento liquido
y posteriormente en un segundo medio de enraiza-
miento sélido. Este procedimiento es dtil para mi-
cropropagar arboles adultos de aguacate de forma
reproducible. De aplicacién en Agricultura.

aguacate (persea americana mill.) adulto.

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. C/Panama4, 1 — 28036 Madrid



1 ES 2 134 133 A1l 2

DESCRIPCION

Método para la micropropagacion de aguacate
(Persea americana mill.) adulto.

Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a un método para la
micropropagacién de aguacate (Persea americana
Mill.) adulto mediante la alternancia adecuada
de los medios necesarios para la multiplicacién y
el enraizamiento in vitro del material vegetal qué
se desea propagar.

Antecedentes de la invencion

El aguacate (Persea americana Mill.), que
rinde unos frutos muy apreciados por su valor nu-
tritivo, es una especie altamente heterozigdtica,
y su propagacién mediante semilla provoca una
gran variabilidad en el comportamiento en el
campo.

Actualmente sélo es posible propagar vegeta-
tivamente genotipos seleccionados utilizando la
técnica de Frolich (Frolich y Platt, 1972), que
es larga y costosa, y ademas, los resultados fina-
les son variables y dependen del cultivar utilizado
(Ferndndez Galvén y Galdn Sauco, 1987).

No se conocen métodos que permitan la mi-
cropropagacién de material adulto de aguacate,
a pesar de que con material juvenil se han con-
seguido unos resultados satisfactorios (Cooper,
1987; Pliego-Alfaro y Murashige, 1987; Schall,
1987; Barcelé Muifioz y col., 1990) que no han
podido ser extrapolados al material adulto de-
bido a problemas tales como contaminacion y alta
mortandad en la fase de inicio de los cultivos
(Nel y col., 1983; Cooper, 1987), y falta de creci-
miento del material en la fase de multiplicacidn,
oxidacién y necrosis apical (Harty, 1985; Cooper,
1987; Schall, 1987).

Sigue existiendo, por tanto, la necesidad de
disponer de un método que permita propagar
arboles seleccionados de aguacate, por ejemplo,
arboles tolerantes a patégenos y a condiciones ad-
versas de suelo y clima, o muy productivos, que
supere los inconvenientes previamente menciona-
dos. Esta necesidad puede solucionarse mediante
el método objeto de esta invenciéon que comprende
la. micropropagaciéon de material vegetal proce-
dente de &arboles adultos de aguacate mediante
la aplicacién de unos tratamientos que aumen-
tan el vigor de la planta madre y la alternan-
cia adecuada de los medios de cultivo necesarios
para la multiplicacién y el enraizamiento in vitro
del material vegetal que se desea propagar. Di-
cho método de micropropagacién de aguacate es
econémico, reproducible, se beneficia de las ven-
tajas de los cultivos in vitro y es susceptible de
mecanizacion y automatizacion.

Descripcion detallada de la invencion

La invencién proporciona un método para la
micropropagacién de aguacate (Persea americana
Mill.) adulto que se caracteriza por:

- la utilizacién alternada de medio liquido y
medio de doble fase para la multiplicacién
del material vegetal a propagar; y

- la utilizacién alternada de medio liquido y
medio sélido para el enraizamiento de los
brotes.

En general, dicho método comprende:
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- obtener brotes de aguacate a partir de ma-
terial vegetal del arbol de aguacate que se
desea propagar;

- multiplicar porciones de los brotes previa-
mente obtenidos en un primer medio de cul-
tivo constituido por un medio de multipli-
cacion liquido, y posteriormente en un se-
gundo medio de cultivo constituido por un
medio de multiplicaciéon de doble fase; y

- enraizar el material vegetal procedente de
la multiplicacion en el medio de doble fase
mediante cultivo en un primer medio de cul-
tivo constituido por un medio de enraiza-
miento liquido, y posteriormente en un se-
gundo medio de cultivo constituido por un
medio de enraizamiento sélido.

El método proporcionado por esta invencién
comprende la realizacién de las tres etapas si-
guientes: inicio, multiplicacién y enraizamiento
que se describirdn de forma mas detallada a con-
tinuacién.

1. Inicio

Los cultivos se inician a partir de material ve-
getal adulto del arbol de aguacate que se quiere
propagar, por ejemplo, a partir de yemas o brotes
basales en crecimiento activo del arbol a propa-
gar. Tras eliminar las hojas, los brotes, de unos
20-25 cm de longitud, se desinfectan, se lavan y
se dividen en secciones nodales de 1,5 cm aproxi-
madamente, con una yema lateral. Dependiendo
del tamano de la yema se elimina un nimero va-
riable de las hojas que la cubren, tras lo cual, las
secciones nodales se vuelven a desinfectar y pos-
teriormente, de forma aséptica, se lavan con agua
estéril, se eliminan los extremos danados por el
desinfectante y se cultivan individualmente y en
posicién horizontal en tubos de ensayo (25 a 150
mm) con un medio de inicio tal como el descrito
por Pliego-Alfaro y col., (Pliego-Alfaro y cols.,
1987), bajo condiciones adecuadas y durante el
periodo de tiempo apropiado para la generacién
de brotes.

2. Multiplicacion

Finalizada la etapa de inicio, los brotes proce-
dentes del material vegetal de partida se cortan
en porciones pequenias, de aproximadamente 1 -
1,5 cm, que se pasan a la etapa de multiplicacién.
La seccion nodal inicial se puede volver a culti-
var en medio fresco con el fin de obtener nuevas
cosechas de brotes.

Esta etapa de multiplicacién se realiza alter-
nando dos tipos distintos de medios de multipli-
cacién, concretamente:

- un primer medio de cultivo liquido, que se
utiliza para reactivar y elongar el material
que se desea multiplicar, y

- un segundo medio de cultivo de doble fase,
al que pasan los brotes previamente elonga-
dos en el medio liquido anterior con el fin
de completar la multiplicacion.

Para la realizacién de esta etapa, los brotes
se cultivan, en primer lugar, en el medio liquido,
con agitacion, por ejemplo, con un rotor, durante
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un periodo de tiempo comprendido entre 1 y 4
semanas, normalmente unas 2 semanas, y a con-
tinuacién, en el medio de doble fase, durante un
periodo de tiempo comprendido entre 4 y 8 se-
manas, normalmente unas 6 semanas. Las con-
diciones de incubacién pueden ser iguales a las
descritas para la etapa de inicio. La composicién
de los medios de multiplicacion es la siguiente:

Composicién I
Medio de multiplicacién liquido

Macro y microelementos de
la formulacién de Gamborg

Fe-EDTA MS

sacarosa 30 g/L
i-inositol 100 mg/L
tiamina-HCl 100 mg/L
piridoxina-HCl 50 mg/L
acido nicotinico 50 mg/L
glicina 200 mg/L
benciladenina 0,3 mg/L

[MS: Formulacién de Murashige y Skoog (véase el
Ejemplo)]

[EDTA: Acido etilendiaminotetraacético]
Composicién 11
Medio de multiplicacion de doble fase

Macro y microelementos de
la formulacién de Gamborg

Fe-EDTA MS
sacarosa 30 g/L
i-inositol 100 mg/L
tiamina-HCl 100 mg/L
piridoxina-HCl 50 mg/L
acido nicotinico 50 mg/L
glicina 200 mg/L
agar (en el medio sélido) 6 g/L
benciladenina:
en el medio sélido 0,65 mg/L
en el medio liquido 0,1 mg/L

[MS: Formulacién de Murashige y Skoog (véase el
Ejemplo)]

[EDTA: Acido etilendiaminotetraacético]

La formulacién de Gamborg (Gamborg, 1966)
es la siguiente:

Formulacion de Gamborg

KNO3 1.000 mg/L
CaCl,.2H50 150 mg/L
KCl 300 mg/L
NazHPO42H20 37,6 mg/L
NaH2P04H20 90 mg/L
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Microelementos:
MnS0O,4.4H>0 13,2 mg/L
CUSO4.5H20 0,25 mg/L
KI 0,75 mg/L
COCI2.6H2O 0,25 I’Ilg/L
H3B03 3 mg/L

N32M0042H20 0,25 mg/L

Finalizada la permanencia en el medio de do-
ble fase se procede al enraizamiento de parte de
los brotes y, si se desea, al sub-cultivo del resto
del material que, en porciones de 1-1,5 cm, pasa
al medio de multiplicacién liquido para continuar
la etapa de multiplicacién.

3. Enraizamiento

Del material procedente de multiplicacién en
doble fase se escogen unos brotes de una longitud
aproximada de 1,5-2 cm, que presenten, preferen-
temente, entrenudos largos y una buena superficie
foliar.

Los brotes se mantienen, en primer lugar, en
un medio de enraizamiento liquido con agitacién,
por ejemplo en un rotor, durante un corto pe-
riodo de tiempo, inferior a una semana, con el fin
de inducir la formacién de raices o la elongacion
de las mismas, y después pasan a un medio de
enraizamiento sélido en el que permanecen hasta
haber enraizado. Las condiciones de incubacién
pueden ser las mismas que las descritas para la
etapa de inicio. La composicion de los medios de
enraizamiento es la siguiente:

Composicién 111
Medio de enraizamiento liquido

Macroelementos de la formulacién
MS a un tercio de su concentracién

Fe-EDTA

Microelementos MS

sacarosa 30 g/L
i-inositol 100 mg/L
tiamina-HCl 100 mg/L
piridoxina-HCl 50 mg/L
acido nicotinico 50 mg/L
glicina 200 mg/L
acido indolbutirico 1 mg/L

[MS: Formulacién de Murashige y Skoog (véase el
Ejemplo)]

[EDTA: Acido etilendiaminotetraacético]
Composicién IV
Medio de enraizamiento solido

Macroelementos de la formulacién MS
a un tercio de su concentracién

Fe-EDTA

Microelementos MS

sacarosa 30 g/L
i-inositol 100 mg/L
tiamina-HCl 100 mg/L
piridoxina-HC] 50 mg/L
acido nicotinico 50 mg/L
glicina 200 mg/L
carbén activado 1g/L
agar 6 g/L
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[MS: Formulacién de Murashige y Skoog (véase el
Ejemplo)]

[EDTA: Acido etilendiaminotetraacético]

El procedimiento para la micropropagacién
del aguacate adulto proporcionado por esta in-
vencién, se diferencia de los métodos de propa-
gacion vegetativa tradicional, representados por
el método de Frolich (Frolich y Platt, 1972), y
presenta todas las ventajas que caracterizan a los
sistemas de propagacion de plantas mediante cul-
tivo in wvitro: el proceso se inicia a partir de por-
ciones muy pequenas de material vegetal, y tiene
capacidad para producir un gran nimero de plan-
tas en un corto periodo de tiempo, necesitando
para ello un espacio muy reducido y sin proble-
mas de estacionalidad, entre otras ventajas.

Ademas de lo expuesto anteriormente, es im-
portante senalar que la reduccién de costes nece-
saria para que los sistemas de propagacién me-
diante cultivo in vitro sean rentables comercial-
mente, incluye la mecanizacién y automatizacion
de los sistemas de produccién, y éstos van unidos
a la utilizacién de medios liquidos y de doble fase
(George, 1996), ya que suponen un incremento de
las tasas de crecimiento y multiplicacion, los me-
dios pueden ser cambiados mas facilmente y, en
consecuencia, son mas facilmente mecanizables.
El método para la micropropagacién de agua-
cate objeto de esta invencién es un modelo que
facilmente podria modificarse para su automati-
zacion, y ademas existe la posibilidad de aplicarlo
a otras especies lenosas que, como sucedia en el
caso del aguacate, no han podido ser micropropa-
gadas con éxito.

Por otra parte, actualmente, la tnica forma
existente para atender la demanda de portain-
jertos seleccionados de aguacate (tolerantes a
patégenos, a condiciones adversas de clima o
suelo, o altamente productivos), es cara y no to-
dos los portainjertos pueden ser propagados con
éxito. Sin embargo, el procedimiento de mi-
cropropagacién objeto de esta invencién podria
competir con los métodos de propagacion vegeta-
tiva tradicionales, y, al igual que ya ocurre con
otros portainjertos frutales, tales como el hibrido
melocotonero-almendro GF677, la micropropa-
gacion de portainjertos de aguacate podria ser
de interés para viveristas productores de planta.
Por tanto, el método para la micropropagacién de
aguacate adulto objeto de esta invencién puede
ser una alternativa valida para la propagacion de
arboles seleccionados de aguacate.

El siguiente Ejemplo sirve para ilustrar una
forma particular de realizar el procedimiento ob-
jeto de esta invencién sin que deba ser conside-
rado como limitativo del alcance de la misma.
Ejemplo
Micropropagacion de aguacate

1. Inicio

Los cultivos se inician a partir de los brotes
basales en crecimiento activo que se obtienen tras
la poda a ras de suelo del arbol de aguacate (Per-
sea americana Mill.) que se quiere propagar.

Tras eliminar las hojas, los brotes (de 20-25
cm de longitud) se sumergen durante 10 minutos
en una solucién de hipoclorito sédico (0,5 %) con
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Tween® 20 (1 gota/100 mL), se lavan con abun-
dante agua corriente y se dividen en secciones no-
dales de aproximadamente 1,5 cm con una yema
lateral. Dependiendo del tamano de la yema se
eliminan entre 2 y 4 de las hojas que la cubren,
tras lo cual, las secciones nodales se desinfectan
de nuevo con hipoclorito sédico a la misma con-
centracion anterior y durante el mismo periodo de
tiempo. Seguidamente, de forma aséptica, en el
interior de una cabina de flujo laminar, las seccio-
nes nodales se lavan tres veces con agua estéril y,
tras eliminar los extremos danados por la lejia, se
cultivan individualmente y en posicién horizontal
en tubos de ensayo (25 a 150 mm) con el medio
de inicio (Pliego-Alfaro, F., Lépez-Encina, C. y
Barcel6-Muiioz, A., 1987) que se menciona a con-
tinuacién:

Medio de inicio

Macroelementos de la formulacién MS
a la mitad de su concentracién

Fe-EDTA

Microelementos MS

sacarosa 30 g/L
i-inositol 100 mg/L
tiamina-HCl 100 mg/L
piridoxina-HCl 50 mg/L
acido nicotinico 50 mg/L
glicina 200 mg/L
benciladenina 0,3 mg/L
A-1296 agar (Sigma Chemical) 6 g/L

[MS: Formulacién de Murashige y Skoog]
[EDTA: Acido etilendiaminotetraacético]

Formulacion de Murashige y Skoog

NH4NOg3 1.650 mg/L
KNOj3 1.900 mg/L
CaCl,.2H,0 440 mg/L
MgSO0,4.7H,0 370 mg/L
KH2POy 170 mg/L
FeSO4.7H20 27,84 mg/L
NaEDTA 37,24 mg/L
Micronutrientes:

MnSO,.H,0 16,9 mg/L
ZHSO4.7H20 8,6 I’Ilg/L
CUSO4.5H20 0,025 mg/L
KI 0,83 mg/L
COCI2.6H2O 0,025 mg/L
H3B03 6,2 mg/L

N32M0042H20 0,25 mg/L

Las secciones nodales se incuban en dicho me-
dio de inicio a 25°C (£ 1°C), con una irradiancia
de 45 pmol/m?s suministrada por ldmparas Gro-
Lux de Sylvania, con un fotoperiodo de 16 horas.
Al cabo de 6-8 semanas, las yemas de partida han
dado lugar a unos brotes que, divididos en por-
ciones de 1-1,5 cm aproximadamente, pasan a la
etapa de multiplicacién. La seccién nodal inicial
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se recultiva en medio de inicio fresco para obte-
ner, al cabo de unas 4-6 semanas, nuevas cosechas
de brotes.

2. Multiplicacion

Las porciones de los brotes obtenidos en la
etapa de inicio se cultivan, primero, en un me-
dio de multiplicacién liquido con agitacién en ro-
tor durante dos semanas y, a continuacién, en un
medio de multiplicacién de doble fase en el que
permanecen seis semanas mas. Las condiciones
de incubacién en ambos medios son las mismas
que las descritas para la fase de inicio. La com-
posicién de los medios de multiplicacién corres-
ponde a las identificadas como composiciones I
y II indicadas en la descripcién. Un ejemplo de
agar que puede utilizarse en el medio de multipli-
cacion de doble fase es el comercializado con la
denominacién A-1296 (Sigma Chemical).

Al cabo de 6 semanas de permanencia en el
medio de multiplicacién de doble fase se procede
al enraizamiento de una parte de los brotes y al
subcultivo del resto del material que, en porcio-
nes de 1-1,5 cm, pasa al medio de multiplicacién
liquido con agitacién en rotor para continuar la
fase de multiplicacién.

3. Enraizamiento

Del material procedente de la etapa de multi-
plicacién en doble fase se escogen unos brotes con
una longitud de 1,5-2 cm aproximadamente, que
presentan unos entrenudos largos y buena super-
ficie foliar.

Los brotes se mantienen en el medio de enrai-
zamiento liquido con agitacién en rotor durante
3 dias, pasando a continuacién al medio de en-
raizamiento sélido, en el que permanecen hasta
haber enraizado. La incubacién se lleva a cabo
en las mismas condiciones que las descritas para
la fase de inicio. La composicién de los distintos
medios de enraizamiento corresponde a las identi-
ficadas como composiciones III y IV indicadas en
la descripcién. Un ejemplo de agar que puede uti-
lizarse en el medio de multiplicacién de doble fase
es el comercializado con la denominacién A-1296
(Sigma Chemical).

Una vez finalizado el proceso se observa que
la micropropagacion del aguacate ha resultado un
éxito.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la micropropagacién de
aguacate (Persea americana Mill.) adulto que
comprende:

- multiplicar material vegetal procedente de
arboles de aguacate en un primer medio de
cultivo constituido por un medio de mul-
tiplicacién liquido, y posteriormente en un
segundo medio de cultivo constituido por un
medio de multiplicaciéon de doble fase; y

- enraizar material vegetal procedente de la
multiplicacién en el medio de doble fase me-
diante cultivo en un primer medio de cul-
tivo constituido por un medio de enraiza-
miento liquido, y posteriormente en un se-
gundo medio de cultivo constituido por un
medio de enraizamiento sélido.

2. Un método segun la reivindicacién 1, en el
que el material vegetal procedente de arboles de
aguacate se selecciona entre yemas y brotes basa-
les en crecimiento activo del arbol de aguacate a
propagar.

3. Un método segun la reivindicacién 1, en el
que dicho medio de multiplicacién liquido com-
prende la siguiente composicién:

Composicién I
Medio de multiplicaciéon liquido

Macro y microelementos de
la formulacién de Gamborg

Fe-EDTA MS

sacarosa 30 g/L
i-inositol 100 mg/L
tiamina-HCl 100 mg/L
piridoxina-HCl 50 mg/L
acido nicotinico 50 mg/L
glicina 200 mg/L
benciladenina 0,3 mg/L

[MS: Formulacién de Murashige y Skoog (véase el

Ejemplo)]
[EDTA: Acido etilendiaminotetraacético]

4. Un método segun la reivindicacion 1, en el
que dicho medio de multiplicaciéon de doble fase
comprende la siguiente composicion:

Composicién 11
Medio de multiplicacion de doble fase

Macro y microelementos de
la formulacién de Gamborg

Fe-EDTA MS
sacarosa 30 g/L
i-inositol 100 mg/L
tiamina-HCl 100 mg/L
piridoxina-HCl 50 mg/L
acido nicotinico 50 mg/L
glicina 200 mg/L
agar (en el medio sélido) 6 g/L
benciladenina:
en el medio sélido 0,65 mg/L
en el medio liquido 0,1 mg/L
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[MS: Formulacién de Murashige y Skoog (véase el

Ejemplo)]
[EDTA: Acido etilendiaminotetraacético]

5. Un método segun la reivindicacién 1, en el
que los brotes del material vegetal a propagar se
multiplican en el medio de multiplicacién liquido,
con agitacién, durante un periodo de tiempo com-
prendido entre 1 y 4 semanas, y a continuacién,
en el medio de multiplicaciéon de doble fase du-
rante un periodo de tiempo comprendido entre 4
y 8 semanas.

6. Un método segun la reivindicacién 1, en
el que dicho medio de enraizamiento liquido com-
prende la siguiente composicién:

Composicién 11
Medio de enraizamiento liquido

Macroelementos de la formulacién
MS a un tercio de su concentracién

Fe-EDTA

Microelementos MS

sacarosa 30 g/L
i-inositol 100 mg/L
tiamina-HCl 100 mg/L
piridoxina-HCl 50 mg/L
acido nicotinico 50 mg/L
glicina 200 mg/L
acido indolbutirico 1 mg/L

[MS: Formulacién de Murashige y Skoog]
[EDTA: Acido etilendiaminotetraacético]

7. Un método segun la reivindicacién 1, en
el que dicho medio de enraizamiento s6lido com-
prende la siguiente composicién:

Composicién IV
Medio de enraizamiento solido

Macroelementos de la formulacién MS
a un tercio de su concentracién

Fe-EDTA

Microelementos MS

sacarosa 30 g/L
i-inositol 100 mg/L
tiamina-HCl 100 mg/L
piridoxina-HCl 50 mg/L
acido nicotinico 50 mg/L
glicina 200 mg/L
carbén activado 1g/L
agar 6 g/L

[MS: Formulacién de Murashige y Skoog]
[EDTA: Acido etilendiaminotetraacético]

8. Un método segun la reivindicacién 1, en
el que el material procedente de la multiplicacién
en el medio de doble fase se cultiva, en primer
lugar, en un medio de enraizamiento liquido con
agitacion, durante un periodo de tiempo inferior
a una semana, y después en un medio de enrai-
zamiento solido en el que permanece hasta haber
enraizado.
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