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@Resumen:

Tratamientos para incrementar el vigor de plantas
lefiosas en condiciones in vitro y su método de
aplicacion.

La presente invencién proporciona tratamientos
eficaces, para aumentar el crecimiento de plantas
lefiosas (preferentemente melocotonero y ciruelo) en
condiciones in vitro. La presente invencion muestra
como la adicién de benzotiodiazol (BTH) o acido L-2-
ox0-4-tiazolidina carboxilico (OTC), a bajas
concentraciones, al medio de cultivo para la
micropropagacién de dichas plantas, actua
promoviendo el crecimiento de los explantos de forma
muy significativa.

En un aspecto particular la invencién se refiere a un
método de tratamiento para incrementar el vigor en
plantas lefiosas en condiciones in vitro que
comprende los siguientes pasos, (i) establecimiento
de cultivo de explantos in vitro de plantas lefiosas, (ii)
subcultivo de dichos explantos en medio y
condiciones idoneas para el cultivo in vitro, (iii) adicién
al medio de cultivo a baja concentracion de uno de los
dos compuestos BTH u OTC respetuosos con el
medio ambiente y metabolizables por las plantas y el
(iv) subcultivo de los explantos en el medio que
contiene los compuesto en condiciones idéneas para
el cultivo in vitro.
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DESCRIPCION

Tratamientos para incrementar el vigor de plantas lefiosas en condiciones in vitro y su método de
aplicacion.

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion se encuadra dentro del campo de la Agricultura. Es aplicable en empresas que se
dediquen a la micropropagacién de plantas lefiosas asi como a viveristas.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

Las técnicas de micropropagacion in vitro son utiles para producir grandes cantidades de material
propagado, y en muchos casos son la respuesta a los problemas que presentan los métodos tradicionales
de propagacion vegetativa. También suponen una técnica muy util para el estudio de la fisiologia del
estrés, sobre todo en aquellas plantas con un ciclo vegetativo largo y crecimiento lento como las lefiosas.
La micropropagacion de frutales (plantas lefiosas) se ha venido utilizando desde los afios 70 y es una
excelente herramienta para estudiar el efecto de diferentes condiciones de estrés sobre el metabolismo
de las mismas a mas corto plazo que en condiciones de invernadero o de campo. En este sentido
constituyen una excelente alternativa para el estudio de respuestas a diferentes situaciones de estrés en
programas de mejora genética, y la evaluacién de resistencias a situaciones de estrés. Un problema
significativo en estos programas de mejora vegetal es la complejidad del método analitico requerido, que
combina la dificultad entre el desarrollo de las plantas en invernadero o en el campo y el espacio y tiempo
consumidos asi como el caro mantenimiento de las plantas.

La micropropagacion es una técnica que proporciona plantas de caracteristicas homogéneas y
certificadamente sanas. La utilizacion de esta técnica se basa en la existencia de un método de
regeneracion in vitro de plantas completas, de su multiplicaciéon y de su aclimatacion o adaptacion a
condiciones exteriores. La disponibilidad de protocolos para la regeneracion eficiente de plantas vigorosas
con un buen crecimiento es un requisito clave para su desarrollo. Tanto para una eficiente multiplicacién
como para asegurar una exitosa aclimatacion de la plantas a condiciones ex vitro es necesario disponer
de un cultivo estable y plantulas con un buen crecimiento y vigor. Sin embargo, y especialmente en
frutales, el establecimiento y multiplicacion de los cultivos in vitro puede plantear dificultades de
crecimiento y elongacion de brotes a partir de los explantos iniciales. Otro de los problemas cruciales en
la micropropagacion de lefiosas es la pérdida de la capacidad de enraizamiento, siendo la aclimatacién un
aspecto clave en el proceso de micropropagacion de frutales lefiosos. En este sentido, cualquier
tratamiento que aumente el vigor del explanto va a proporcionar una mayor probabilidad de éxito para la
aclimatacion de plantas lefiosas. Tal y como ha descrito Gonzalez-Padilla et al. (2003), la altura de los
explantos y el numero de hojas son factores determinantes para el éxito de la aclimatacion ex vitro de
plantas de ciruelo en invernadero, mientras que no parece ser tan determinante la longitud y el nimero de
raices.

Se han descrito varias estrategias para mejorar la elongaciéon de los explantos. Una de ellas es la
etiolacion, es decir la exposicién de los explantos a la ausencia de luz. Es un método eficaz pero si la
incubacién en oscuridad se prolonga podria causar la muerte de los explantos (Piqueras y Debergh 1999).
Otra estrategia consiste en incubar los explantos ya establecidos en un medio en ausencia de hormonas
(Piqueras y Debergh 1999). También se ha utilizado el tidiazurén (TDZ) que tiene un fuerte efecto en la
proliferacién de tallos en especies lefiosas (Huetteman y Preece 1993). Sin embargo, TDZ puede
estimular la induccion de callos y la organogénesis de los tallos, que eventualmente puede amenazar la
uniformidad de las plantas micropropagadas generando variaciones somaclonales (Mok et al 1987). Otro
método descrito para aumentar elongacion de tallos in vitro, es la aplicacion del sistema de doble capa.
Este método puede conseguir al mismo tiempo la elongacion y enraizamiento de los explantos. Sin
embargo, se trata de un sistema complejo y costoso (De Riek et al 1997). Mas recientemente, Kalinina y
Brown (2007) han empleado un medio de cultivo para la micropropagacion de explantos de melocotonero
GF305 en el que utilizaban frucosa y acido ferulico. De esta forma, se reducia la necrosis apical y
mejoraba la elongacién y la supervivencia de los explantos. Clemente-Moreno y colaboradores han
empleado un medio similar para la micropropagacion de melocotonero GF305, y han descrito que ese
efecto beneficioso en el crecimiento del melocotonero GF305, en relacion a otros medios de cultivo
usados, puede ser debido a que el acido ferulico es un inhibidor competitivo de la actividad peroxidada
(POX) (Clemente-Moreno et al., 2011), asi como a sus propiedades antioxidantes (Graf 1992). Las
peroxidasas estan relacionadas con la sintesis de ligninas y la lignificacion es parte de la diferenciacion de
la pared celular e irreversiblemente inhibe la elongacion celular (Pomar et al. 2002). En este sentido,
algunos autores han descrito una correlacién negativa entre el aumento de la actividad peroxidasa (POX)
y crecimiento (Fry 1979, Li and Kao 2001).

Por lo tanto actualmente no existen estrategias que permitan la elongacién de plantas in vitro de forma
eficaz, por ello, es necesario desarrollar nuevos métodos o aplicaciones para inducir vigor en los procesos
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de micropropagacion de plantas lefiosas y para mejorar el proceso de aclimatacion a condiciones ex vitro,
que a su vez permita la obtencion de plantas mas resistentes a estreses ambientales.

El benzotiodiazol (BTH) es un analogo funcional del acido salicilico. Las aplicaciones que se han descrito
para este compuesto estan relacionadas con la proteccion frente a infecciones por hongos (mildew,
Goérlach et al., 1996), bacterias (Pseudomonas syringae Lawton et al., 1996) o virus de plantas como el
virus del mosaico del tabaco (TMV) (Friedich et al., 1996) o el virus del mosaico del calabacin (CMV)
(Anfoka, 2000). Ademas se ha descrito una proteccion frente a estrés oxidativo inducido por tratamiento
con herbicidas (Korzer et al., 1999).

El acido L-2-oxo-4-tiazolidina carboxilico (OTC) es un precursor artificial de la cisteina (Williamson and
Meister, 1981), cuya aplicacion produce un aumento en los niveles del tripéptido glutatién reducido (GSH).
Las aplicaciones que se han descrito para este compuesto en plantas estan relacionadas con proteccion
frente a la infeccion por virus de plantas: tabaco frente al virus del mosaico del tabaco (Tobacco mosaic
Virus TMV) (Gullner et al., 1999); calabaza frente al virus del mosaico amarillo de la calabaza (Zucchini
Moaci Virus ZYMV) (Zechmann et al., 2007) o guisante frente a PPV (Clemente-Moreno et al., 2010).

Sin embargo, no se han descrito otras aplicaciones de estos compuestos para el crecimiento de plantas
en condiciones in vitro. No existe mucha informacién acerca del efecto de ambos productos en el
crecimiento de plantas e incluso se ha descrito un efecto negativo de la aplicacion del BTH en el
crecimiento de algunas especies vegetales en condiciones de campo, invernadero o camara de
crecimiento. En plantas de guisante crecidas en medios hidropénicos se ha descrito una reduccion del
crecimiento de la parte aérea, con un tratamiento con BTH 0.25 mM mientras que con OTC 1 mM se ha
descrito un aumento en un 10% (Clemente-Moreno et al. 2010). En plantas de tomate no se observaron
cambios significativos en el crecimiento por efecto del BTH, mientras que en coliflor, el BTH reducia el
crecimiento en un rango del 5.9% al 38.3% dependiendo de la concentracién usada (Anfoka et al., 2000;
Godard et al., (1999). Sin embargo, no existen datos acerca de la aplicaciéon de BTH o de OTC en cultivos
en condiciones in vitro ni tampoco sobre los posibles efectos de la fisiologia y el crecimiento de plantas
micropropagadas, particularmente en lefiosas.

El objeto de la presente invencién se centra en el desarrollo de aplicaciones para inducir vigor en los
procesos de micropropagacion de plantas lefiosas y para mejorar el proceso de aclimatacion a
condiciones ex vitro, que a su vez permita la obtencion de plantas mas resistentes a estreses
ambientales, las aplicaciones desarrolladas se basan en el uso del BTH o el OTC y su novedad radica en
que nunca antes BTH u OTC se habian aplicado en el medio de cultivo, a baja concentracién, para
favorecer el crecimiento de plantas micropropagadas En este sentido, cualquier tratamiento que aumente
el vigor del explanto va a proporcionar una mayor probabilidad de éxito para la aclimataciéon de plantas
lefiosas, y en concreto de melocotonero GF305, planta usada de forma comun como portainjertos y como
indicadora de la infeccién por algunos tipos de virus, incluyendo Plum pox virus (PPV) y el Apple chlorotic
leaf spot virus (ACSLYV, virus de la mancha clorética de la hoja de manzano) (Hernandez et al. 2004; Diaz-
Vivancos et al 2006; Garcia-Ibarra et al. 2011).

DESCRIPCION DE LA INVENCION
Explicacion de la Invencion

La presente invencion proporciona tratamientos eficaces, para aumentar el crecimiento de plantas lefosas
(preferentemente melocotonero y ciruelo) en condiciones in vitro. La presente invencién muestra como la
adicion de benzotiodiazol (BTH) o acido L-2-oxo-4-tiazolidina carboxilico (OTC), a bajas concentraciones,
al medio de cultivo para la micropropagacion de dichas plantas, actda promoviendo el crecimiento de los
explantos de forma muy significativa.

En un aspecto particular la invencion se refiere a un método de tratamiento para incrementar el vigor en
plantas lefiosas en condiciones in vitro que comprende los siguientes pasos, (i) establecimiento de cultivo
de explantos in vitro de plantas lefiosas, (ii) subcultivo de dichos explantos en medio y condiciones
idoneas para el cultivo in vitro, (iii) adicién al medio de cultivo a baja concentracion de uno de los dos
compuestos BTH u OTC respetuosos con el medio ambiente y metabolizables por las plantas y el (iv)
subcultivo de los explantos en el medio que contiene los compuesto en condiciones idéneas para el
cultivo in vitro.

Otro aspecto de la invencion protege el método de tratamiento para incrementar el vigor en plantas
lefiosas en condiciones in vitro anteriormente descrito, caracterizado por que dicho establecimiento de
cultivo de explantos in vitro de plantas lefiosas (i) se puede realizar a partir de yemas preformadas de
tallos jovenes, o bien a partir de hipocotilos de semillas o bien a partir de cualquier otro tejido vegetal
idéneo para el establecimiento de cultivo in vitro de plantas lefiosas.

En la presente invencion se entiende por “condiciones idéneas” o “tejido vegetal idéoneo” para el cultivo in
vitro de explantos de plantas lefiosas, aquellas condiciones y tejidos conocidos en el estado de la técnica,
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y que favorezcan el establecimiento de sistemas celulares en suspension, con posibilidad de incrementar
el rendimiento de los principios activos presentes en dichas plantas y controlar su produccion,
manteniendo un alto margen de sanidad y estabilidad genética del material propagado.

Otro aspecto de la invencion protege el método de tratamiento para incrementar el vigor en plantas
lefiosas en condiciones in vitro anteriormente descrito, caracterizado por que dicho subcultivo de los
explantos en medio y condiciones idéneas para el cultivo in vitro (ii) y/o (iv) se puede realizar durante un
periodo minimo de entre 4 a 5 semanas, siendo este intervalo no limitante.

Otro aspecto particular de la invencion se refiere a que el tratamiento para incrementar el vigor en plantas
lefiosas en condiciones in vitro que incluye la adicién al medio de cultivo de BTH a bajas concentraciones,
dichas concentraciones se seleccionan preferentemente entre 1 y 100 uM, mas preferentemente entre 1y
35 uM, y aun mas preferentemente entre 5y 25 yM o entre 10 y 20 uM.

La invencién en otro aspecto particular se refiere a que el tratamiento para incrementar el vigor en plantas
lefiosas en condiciones in vitro que incluye la adiciéon al medio de cultivo de OTC a bajas concentraciones,
dichas concentraciones se seleccionan preferentemente entre 2 y 100 yM, y aun mas preferentemente
entre 10 y 100 uM.

Los tratamientos de la invencion no son contaminantes y son respetuosos con el medio ambiente. En la
presente invencion se entiende por “respetuosos con el medio ambiente” también llamado “respetuoso
con la naturaleza” o “verde” aquellos compuestos que repercuten poco o nada en el medio ambiente,
asegurando la compatibilidad entre el uso de dichos compuestos y la preservaciéon de la biodiversidad y
de los ecosistemas.

Ademas, se utiliza a una muy baja concentracion. En la presente invencion se entiende por “bajas
concentraciones” de los dos compuestos BTH u OTC, a aquellas concentraciones de dichos compuestos
que se encuentran como minimo entre 1y 100 uM, no siendo limitante este intervalo. En una realizacion
particular, dichas concentraciones pueden ser: 5-10 yM BTH para melocotonero, 10-20 uM BTH para
ciruelo; 50 uM OTC para melocotonero y 100 uM OTC para ciruelo.

Un aspecto interesante de esta invencion es el bajo precio del BTH y la baja concentracion a la que se
usa. El OTC es un producto mas caro, pero la baja concentracion en la que se aplica no encarece mucho
su uso. Ademas, se ha descrito que ambos productos aumentan la capacidad antioxidante de las plantas
(aumento de enzimas antioxidantes, aumento de GSH, cisteina...) lo que las prepara para una posible
respuesta frente a condiciones de estrés en condiciones tanto in vitro como ex vitro.

La aclimatacion a condiciones ex vitro es en si misma una condicién estresante para las plantas. En la
aclimatacion las plantas sufren el paso de un ambiente estéril y con una alta humedad relativa a un
ambiente mas seco y con posibilidad de ataques patogénicos. Por ello cualquier tratamiento que
incremente la capacidad de tolerancia a estreses de las plantas mejorara su adaptacién a condiciones ex
vitro.

En otro aspecto particular la invencion se refiere al uso del método de tratamiento objeto de la presente
invencion para optimizar e incrementar el crecimiento y brotacion de explantos de frutales de hueso, en un
aspecto particular del género Prunus y en un aspecto mas especifico melocotonero o ciruelo.

Los datos disponibles en la bibliografia indican que el tratamiento con BTH o con OTC en condiciones de
campo, en invernadero o en camara de crecimiento, aumenta la resistencia a diferentes situaciones de
estrés bidtico. Sin embargo, este tipo de estudios no se han realizado en condiciones in vitro. Por ello, un
aspecto interesante de la presente aplicacion, ademas de obtener explantos con mayor vigor, es la
posible mayor resistencia de los mismos a diferentes situaciones de estrés ambiental cuando éstos sean
aclimatados a condiciones ex vitro.

Por lo tanto otro aspecto particular de la invencion se refiere al uso del tratamiento para incrementan las
defensas de los explantos de melocotonero a estreses bidticos y abidticos, mediante la induccién del gen
NPR1, al aumento de la capacidad antioxidante de los explantos de melocotonero mediante su
incremento en el estado redox del glutatién y a la optimizacion del crecimiento de los explantos in vitro
para su posterior aclimatacion a condiciones ex vitro.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona un tratamiento para estimular el crecimiento de plantas lefiosas en
condiciones in vitro, descrito en melocotonero y ciruelo. La invencién se basa en la adicion a muy baja
concentracion de dos compuestos quimicos, metabolizables por las plantas y respetuosos con el medio
ambiente, al medio de cultivo. Los tratamientos BTH u OTC, (de forma independiente) se adicionan al
medio de micropropagacion por filtracion.
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En primer lugar, se puso a punto un método para la micropropagacion de plantas de melocotonero, a
partir de yemas preformadas, y de ciruelo a partir de hipocotilos de semillas.

Adicionalmente los explantos de melocotonero GF305 utilizados procedian de plantas sanas y de plantas
infectadas por PPV (Plum Pox Virus), virus causante de la enfermedad de la sharka. Este hecho nos
permitié evaluar ademas del efecto de la aplicaciéon de los tratamientos sobre el crecimiento de los brotes
de melocotonero, el efecto de la infeccion y su interacciéon con los tratamientos respecto a la respuesta
defensivas de las plantas.

El medio de cultivo, esterilizado en autoclave a 121 °C durante 20 minutos y atemperado, se vierte en
tarros de cristal y se mantiene en agitacién. La adicion de los compuestos se realiza a las
concentraciones deseadas, una vez vertido el medio y antes de su solidificacion a partir de disoluciones
madre 10 mM. Las disoluciones madre de OTC o de BTH se esterilizan mediante filtracion por filtros de 45
um estériles.

Los explantos de melocotonero (sano e infectado) y ciruelo se dejaron crecer en presencia y ausencia de
BTH y/o OTC durante 4 semanas. Pasado este tiempo se evalud el efecto de los tratamientos en cuando
al crecimiento de los explantos y adicionalmente sobre la presencia viral en el material proveniente de
melocotonero infectado. El crecimiento se determiné como el peso fresco por plantula y la presencia viral
se confirmo mediante pruebas moleculares (ELISA) (Cambra et al 1994).

Los datos mostraron como tanto el tratamiento BTH como el de OTC, a determinadas concentraciones,
incrementaron el crecimiento de los explantos de melocotonero, sobre todo la concentracién 10 uM de
BTH y el OTC 50 uM (Fig 1y Fig 2).

De manera adicional, y para estudiar el efecto de los tratamientos sobre el metabolismo antioxidativo del
melocotonero frente a la infeccion por PPV se realizaron una serie de ensayos. Se evalud el efecto de los
tratamientos con BTH y OTC sobre los niveles de glutatién reducido (GSH) y oxidado (GSSG). Se empled
un método de determinacion de glutation ya publicado (Zhang and Kirkham, 1996). Los resultados
confirmaron los efectos positivos del OTC sobre los niveles de GSH y sobre su estado redox (Figura 3).
Igualmente, el BTH aumentd la capacidad antioxidante de los explantos de melocotonero tal y como se
recoge en la Figura 3.

Se analiz6 también el efecto de los tratamientos BTH y OTC a baja concentracidon sobre el contenido
enddégeno de H>O, en los brotes de melocotonero (Bellicampi et al., 2000). Se emplearon soélo los
tratamientos 10 yM BTH y 50 uM OTC, que eran los que mejor efecto sobre el crecimiento mostraron. En
un trabajo previo se ha descrito la posible funcién del H,O; en la regulacién del crecimiento de plantas de
guisante (Barba-Espin et al 2010). Este mismo efecto se observa en las plantas infectadas tratadas con
BTH u OTC: Los explantos que mas crecen presentan un mayor contenido de H2O; (Figura 4). Asi, los
explantos infectados crecidos con 50 uM OTC presentaban un aumento de 1.7 veces de H,O,, mientras
que en los explantos infectados tratados con 10 yM BTH el aumento era de cerca de 2.5 veces (Figura 4).
Hay que mencionar que no se trata de unos niveles que sean muy dafinos. Igualmente, las plantas sanas
tratadas con BTH u OTC, si bien las diferencias no eran significativas, también presentaban unos niveles
de H202 un 20% mayor que los brotes no tratados (Figura 4). En este sentido, es conocido que las
especies reactivas de oxigeno (ROS) tienen una funcién doble: a altas concentraciones son téxicas, pero
a concentraciones bajas (y controlables) producen efectos beneficiosos (Dat et al., 2000, Barba-Espin et
al., 2010). De forma interesante, los explantos crecidos en presencia de 10 uM BTH, que eran los que
mas crecian, eran los que mas H20, acumulaban y presentaron el mayor contenido viral. En este sentido,
se ha demostrado que la replicacion del virus PPV requiere que el huésped esté creciendo muy
activamente (Martinez-Gémez et al 2000). El aumento en los contenidos de H2O- era también evidente
por técnicas de histoquimica mediante la tincion con diaminobenzidina (datos no mostrados).

Se valor6 también el efecto de la aplicacién de bajas concentraciones de BTH o de OTC sobre los niveles
del antioxidante no enzimatico GSH, en las actividades de las principales enzimas antioxidantes
(Hernandez et al., 2004; Clemente-Moreno et al., 2010). En general, se ha obtenido un aumento de los
niveles de las actividades antioxidantes dependiendo del tratamiento usado. BTH incrementé de forma
significativa las actividades deshidroascorbato deshidrogenasa (DHAR, 5 uM BTH), POX (5 y 10 uM
BTH) y glucosa 6-P-deshidrogenasa (G6PDH, 10 uM BTH) (Figura 5A). Ademas, también aumenté de
forma no significativa otras enzimas como monodeshidroascorbato deshidrogenasa (MDHAR), glutation
reductasa (GR), catalasa (CAT) y glutation S-transferasa (GST) (Figura 5A). Por su parte, OTC aumenté
ascorbato peroxidasa (APX, 10 yM OTC), POX (20 uM OTC) y superodxido dismutasa (SOD, 50 yM OTC)
(Fig 5B). El aumento de estas enzimas mejoraria la respuesta de defensa de estas plantulas a
condiciones de estrés, como podria ser el proceso de aclimatacion a condiciones ex vitro o un ataque por
patégenos.

Por ultimo, se analizé el efecto de bajas concentraciones de BTH y OTC sobre la expresion del gen NPR1
mediante RT-PCR a tiempo real. El gen NPR1 es un regulador clave en la ruta de sefalizacion que
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conduce a la respuesta sistémica adquirida (SAR) (Kinkema et al., 2000). Habida cuenta que 10 uM BTH
y 50 yM OTC producian la mayor respuesta en el crecimiento de los explantos de GF305, se analiz6 en
dichos explantos el efecto de PPV asi como de los tratamientos mencionados sobre la expresién de
NPRA1. La infeccion por PPV inducia la expresion de NPR1 tanto en muestras tratadas como no tratadas,
siendo significativamente mayor el efecto del OTC que el del BTH. Sin embargo, en explantos sanos, sélo
el tratamiento 50 uM OTC estimulaba de forma significativa la expresion de NPR1 (Fig. 6). Esto indica, en
general, que tratamientos con OTC, a baja concentracién, podrian favorecer una mejor respuesta de los
explantos de melocotonero a situaciones tanto de estrés bidtico como abiético.

También se ensayd el efecto de la aplicacion de bajas concentraciones de BTH o de OTC sobre el
crecimiento de plantas de ciruelo en condiciones in vitro, comprobando que la adicién al medio de cultivo
de bajas concentraciones de OTC como de BTH tenia efectos beneficiosos en el crecimiento de los
explantos de ciruelo (Fig 7, Tabla 1). Si analizamos los tratamientos uno por uno mediante un analisis tipo
ANOVA, todos ellos aumentaban el crecimiento de los explantos de forma significativa, excepto el
tratamiento 50 yM OTC. Si hacemos un analisis conjunto y aplicamos el Test de Duncan, 10 y 20 uM de
BTH y 100 uM de OTC aumentaban de forma significativa el crecimiento de los explantos de ciruelo.

Tabla 1. Efecto de BTH y OTC sobre el crecimiento de explantos de ciruelo. En la parte inferior se
muestra el analisis ANOVA realizado comparando el control con cada tratamiento por separado.

Control BTH 10 pM BTH 20 uM OTC 50 uM OTC 100 pM
Peso fresco | 0.308 0.399 0.477 0.374 0.404
g/explanto
Valor de F 9.668 28,369 3,328 5,775
Significacion 0.02 <0.001 0.071 0.018

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes no pretenden
excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia,
otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se desprenderan en parte de la descripciéon y en
parte de la practica de la invencion. Las siguientes figuras y ejemplos se proporcionan a modo de
ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DEL CONTENIDO DE LAS FIGURAS

Figura 1: Grafico de barras donde se muestra el efecto de diferentes concentraciones de BTH o de OTC
sobre el crecimiento de los explantos de melocotonero GF305 en condiciones in vitro. En el eje de abcisas
se representan los tratamientos aplicados (BTH 10 uyM, BTH 20 yM; OTC 10 yM, OTC 20 yM, OTC 50
uM) y en el eje de ordenadas se representa el crecimiento (en gramos peso fresco) de los explantos tras 4
semanas de cultivo. Letras diferentes implican diferencias significativas segun el Test de Duncan.

Figura 2: Fotografia, a modo de ejemplo, de explantos de GF305 crecidos en ausencia (control) o en
presencia de la adicién de BTH (5 uM 6 10 uM) o de OTC (10 20 6 50 pM).

Figura 3. Grafico de barras donde se muestra el efecto de bajas concentraciones de los diferentes
tratamientos (BTH o OTC) sobre el estado rédox del glutation. En el eje de abcisas se representan los
tratamientos aplicados (BTH 5 uM, BTH 10 uM; OTC 10 uM, OTC 20 uM, OTC 50 uM) en explantos sanos
e infectados y en el eje de ordenadas se representa el estado rédox del glutation, que se calcula mediante
la ecuacién: GSH/(GSH+GSSG).

Figura 4. Grafico de barras donde se muestra el efecto de bajas concentraciones de los diferentes
tratamientos (BTH u OTC) sobre los niveles de H>O,. En el eje de abcisas se representan los tratamientos
aplicados (BTH 10 uM; OTC 50 uM) y en el eje de ordenadas se representa el contenido de H20O; en
nmoles por gramo de peso fresco. Letras diferentes implican diferencias significativas segun el Test de
Duncan.

Figura 5. Grafico de barras donde se muestra el efecto de bajas concentraciones de BTH (A) u OTC (B)
sobre la actividad de las principales enzimas antioxidantes. En el eje de abcisas se representan los
tratamientos aplicados (5-10 uM BTH; 10-50; 10-50uM OTC) y en el eje de ordenadas se representa los
porcentajes de actividad enzimatica con respecto al control.
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Figura 6: Efecto de 10 yM BTH y 50 uM OTC en la expresion del gen NPR1 de de melocotonero GF305
in vitro.

Figura 7: Grafico de barras donde se muestra el efecto de bajas concentraciones de BTH y OTC sobre el
crecimiento de plantulas de ciruelo en condiciones in vitro. En el eje de abcisas se representan los
tratamientos aplicados (BTH 10 uM, BTH 20 yM; OTC 50 uyM, OTC 100 uM) y en el eje de ordenadas se
representa el crecimiento (en gramos peso fresco) de las plantulas tras 4 semanas de cultivo. Debajo del
eje de abcisas se muestra una foto de las plantulas de ciruelo donde se observa el efecto de los
tratamientos en el crecimiento de los mismos. Letras diferentes implican diferencias significativas segun el
Test de Duncan.

Figura 8: (A) Efecto del BTH (37.5 y 75 pM) en el crecimiento de las plantulas de GF305 tras 4 semanas
de cultivo. (B) Necrosis producida por efecto de 500 uM BTH después de 2 semanas de cultivo.

EJEMPLOS

A continuacién se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los inventores. Los
siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en este documento de patente sirven para ilustrar la
naturaleza de la presente invencion. Estos ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han
de ser interpretados como limitaciones a la invencién que aqui se reivindica. Por tanto, los ejemplos
descritos no pretenden limitar el campo de aplicacion de la misma.

Ejemplo 1.

Establecimiento y Micropropagacion del cultivo de plantas in vitro de melocotonero GF305 y de
ciruelo:

Para el establecimiento del cultivo se utilizaron yemas preformadas procedentes de tallos jévenes de
plantas de melocotonero sanas e infectadas por PPV (Plum pox virus) crecidas en un invernadero.
Después de eliminar las hojas y los tallos, se trocearon y se esterilizaron por lavado con Domestos® 15%
durante 20 minutos y con etanol al 70% durante 2 minutos, seguido de 5 lavados con agua destilada
estéril. Secciones de tallos, conteniendo una yema lateral, se incubaron en un medio de cultivo (Tabla 2)
(Clemente-Moreno et al., 2011). Los explantos de ciruelo se obtuvieron a partir de hipocotilos de semillas
de ciruelo (Prunus dolci cv. Stanley) germinadas en condiciones in vitro.

Una vez establecido el cultivo, los explantos se subcultivaron cada 4-5 semanas.

Tabla 2.- Composicion del medio de multiplicacion utilizado para el melocotonero GF305.

Componentes Medio Multiplicacién (g L™)
QL 3.278
Vitaminas MS 0,103
KH2 PO4 0,2
MES 0,2
Sequestrene 0,01
Ca(NOs); 4H,0 0,3
Fructosa 15

@ Acido ferulico (FA) 1
@Bencil Aminopurina (BA) 1

@ 4cido Indo Butirico (IBA) 0.01
Agar 9

®Los datos para el FA, BA e IBA estan expresados en mg/l
Ejemplo 2

Seleccién de las concentraciones de BTHy de OTC en los tratamientos frente a PPV
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Para analizar el efecto del BTH y del OTC sobre la presencia o ausencia del virus PPV, se procedioé a
seleccionar diferentes concentraciones de los compuestos mencionados. Inicialmente se ensayaron
concentraciones de BTH en un rango de 35 a 500 pM. Los datos mostraron que niveles de 37,5y 75 yM
producian una necrosis apical en hojas después de 4 semanas de cultivo (Figura 8A). Concentraciones
mayores de BTH provocaban la muerte de los explantos. Por ejemplo, 500 yM de BTH producia un
descenso en el crecimiento asi como necrosis en hojas después de dos semanas de cultivo (Figura 8B)
Posteriormente, se ensayaron concentraciones mucho mas bajas (5 y 10 yM) y comprobamos cémo
habia un mayor crecimiento que en las plantas control (ver datos en Figura 1 y Figura 2).

Respecto al OTC, inicialmente ensayamos concentraciones en el rango 0,1-2 mM, en base a datos
previos observados en nuestro laboratorio con plantas de guisante (Clemente-Moreno et al 2010).
Comprobamos que estos niveles de OTC no mejoraban el vigor de los explantos. Por ello decidimos
disminuir la concentracion de OTC hasta 10, 20 y 50 uM. Observamos un efecto positivo en el crecimiento
de los explantos de GF305, sobre todo con la concentracion 50 yM de OTC (Figura 2).

Ejemplo 3

Aplicacion de los tratamientos seleccionados a los explantos de melocotonero GF305 sanos e
infectados por PPV.

Una vez preparado y esterilizado el medio de cultivo, se deja enfriar antes de solidificar y se le adiciona,
por filtracién con un filtro de 0.45 ym, las diferentes concentraciones de los tratamientos a partir de una
disolucién madre de BTH o de OTC 10 mM. Estas disoluciones madre se preparan en agua destilada y se
les ajusta el pH a 6,0 con NaOH 1 M.

La cantidad a adicionar a cada tarro (100 ml) se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Cantidades de BTH o de OTC tomadas para la preparacién de 100 ml de medio de cultivo a
partir de las disoluciones madre de concentracion 10 mM.

BTH 10 mM Concentracion Final
5ul 5uM

10 pl 10 uM

OTC 10 mM Concentracion Final
10 pl 10 uM

20 ul 20 uM

50 pl 50 uM

100 pl 100 uM

Una vez preparado y solidificados los medios de cultivo, con sus respectivos tratamientos, se procedio al
subcultivo de los explantos de GF305 sanos e infectados. Después de 4 semanas de cultivo de los
explantos, se analizo el efecto de los tratamientos en el crecimiento de las plantulas obtenidas. Los datos
mostraron que el tratamiento BTH 10 mM obtenia el mejor resultado sobre el crecimiento de los
explantos. En plantulas sanas, el aumento obtenido era de un 64% mayor que el de las plantulas control.
En plantulas infectadas, el aumento era mayor (130%). Se obtuvo también un buen dato con el uso de
OTC 50 uM, pero las diferencias eran significativas sélo en plantulas infectadas (44%). En plantulas
sanas, aunque las diferencias observadas no fueron significativas, el crecimiento aumenté en un 15%
(Figura 1).

El aumento en el crecimiento es un factor muy importante para los experimentos de enraizamiento y
aclimatacion a condiciones ex vitro tal y como ha descrito Gonzalez-Padilla et al (2003) en ciruelo.

Estos datos, demuestran que los tratamientos a baja concentracion de BTH y de OTC mejoran el vigor y
el crecimiento de especies lefiosas (melocotonero y ciruelo) micropropagadas, y puede ser un factor muy
importante en el éxito de los procesos de aclimatacion a condiciones ex vitro, con el consiguiente ahorro
economico y de tiempo.
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REIVINDICACIONES

Un método de tratamiento para incrementar el vigor en plantas lefiosas en condiciones in vitro que
comprende los siguientes pasos,

(i) establecimiento de cultivo de explantos in vitro de plantas lefiosas,
(i) subcultivo de los explantos en medio y condiciones idoneas para el cultivo in vitro,

(ii)  adicion al medio de cultivo a baja concentracion de uno de los dos compuestos BTH u OTC
respetuosos con el medio ambiente y metabolizables por las plantas,

(iv)  subcultivo de los explantos en el medio que contiene el compuesto en condiciones idoneas
para el cultivo in vitro.

El método de tratamiento para incrementar el vigor en plantas lefiosas en condiciones in vitro segun
la reivindicacion 1, caracterizado por que dicho establecimiento de cultivo de explantos in vitro de
plantas lefiosas (i) se realiza a partir de yemas preformadas de tallos jovenes, a partir de hipocotilos
de semillas o a partir de cualquier otro tejido vegetal idoneo para el establecimiento de cultivo in vitro
de plantas lefiosas.

El método de tratamiento para incrementar el vigor en plantas lefiosas en condiciones in vitro segun
la reivindicacion 1, caracterizado por que dicho subcultivo de los explantos en medio y condiciones
idoneas para el cultivo in vitro (ii) se realiza durante un periodo entre 4 y 5 semanas.

El método de tratamiento para incrementar el vigor en plantas lefiosas en condiciones in vitro segun
la reivindicacion 1, caracterizado por que dicha adiciéon al medio de cultivo a baja concentracion de
uno de los dos compuestos BTH u OTC respetuosos con el medio ambiente y metabolizables por las
plantas se realiza mediante adicion al medio de cultivo de BTH a concentraciones entre 1 y 35 pM.

El método de tratamiento para incrementar el vigor en plantas lefiosas en condiciones in vitro segun
la reivindicaciéon 4, caracterizado por que dicha adicidon al medio de cultivo de BTH se realiza a
concentraciones entre 5y 25 uyM.

El método de tratamiento para incrementar el vigor en plantas lefiosas en condiciones in vitro segun
la reivindicacion 5, caracterizado por que dicha adicion al medio de cultivo de BTH se realiza a una
concentracion entre 10 y 20 yM.

El método de tratamiento para incrementar el vigor en plantas lefiosas en condiciones in vitro segun
la reivindicacion 1, caracterizado por que dicha adiciéon al medio de cultivo a baja concentracién de
uno de los dos compuestos BTH u OTC respetuosos con el medio ambiente y metabolizables por las
plantas se realiza mediante adicién al medio de cultivo de OTC a concentraciones entre 2 y 100 pM.

El método de tratamiento para incrementar el vigor en plantas lefiosas en condiciones in vitro segun
la reivindicacion 7, caracterizado por que dicha adicion al medio de cultivo de OTC se realiza a
concentraciones entre 10 y 100 pM.

El método de tratamiento para incrementar el vigor en plantas lefiosas en condiciones in vitro segun
la reivindicacion 1, caracterizado por que dicho subcultivo de los explantos en el medio que contiene
los compuestos en condiciones idéneas para el cultivo in vitro (iv) se realiza durante un periodo de 4
a 5 semanas.

El método de tratamiento para incrementar el vigor en plantas lefiosas en condiciones in vitro segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado por que se aplica para optimizar e
incrementar el crecimiento y brotacion de explantos de frutales de hueso.

El método de tratamiento para incrementar el vigor en plantas lefiosas en condiciones in vitro segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado por que se aplica para optimizar e
incrementar el crecimiento y brotacion de explantos de frutales del género Prunus.

El método de tratamiento para incrementar el vigor en plantas lefiosas en condiciones in vitro segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado por que se aplica para optimizar e
incrementar el crecimiento y brotaciéon de explantos de melocotonero.

El método de tratamiento para incrementar el vigor en plantas lefiosas en condiciones in vitro segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado por que se aplica para optimizar e
incrementar el crecimiento y brotacion de explantos de frutales de ciruelo.
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El método de tratamiento para incrementar el vigor en plantas lefiosas en condiciones in vitro segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque se incrementan las defensas de los
explantos de melocotonero a estreses biodticos y abiéticos, mediante la induccion de la SEQ ID No: 1.

El método de tratamiento para incrementar el vigor en plantas lefiosas en condiciones in vitro segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque se aumenta la capacidad antioxidante
de los explantos de melocotonero mediante su incremento en el estado redox del glutation.

El método de tratamiento para incrementar el vigor en plantas lefiosas en condiciones in vitro segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque se obtiene una optimizacion del
crecimiento de los explantos in vitro para su posterior aclimatacién a condiciones ex vitro.

12
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Lista de Secuencias

<110> CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

<120> TRATAMIENTOS PARA INCREMENTAR EL VIGOR DE PLANTAS LENOSAS EN CONDICIONES
IN VITRO Y SU METODO DE APLICACION

<130> P201130888 CSIC
<160> 1
<170> BiSSAP 1.0

<210> 1

<211> 472

<212> RNA

<213> Prunus persica

<220>

<221> source

<222> 1..472

<223> /mol_type="mRNA"
/note="Prunus persica clone pp-2 NPR1-Tike protein (NPR1-Tike) mR
NA, partial cds"”
/organism="Prunus persica"

sggSZuagaU agcaucucuc uugagaagga acuuccugau gagguuauug agaaaauuaa 60
aauucuucgc cgcaauucuc agcaagacug ugacccaaac augccagcag uggacccuuu 120
gcaugaaaag agaaucagga gaauacauaa ggcauuggac ucagaugaug uugaacuggu 180
gaaacuucuu uuaagugagu cugcuauaac cuuagaugaa gccaaugcuc uccauuaugc 240
ugcggcuuac ugcgauccua agguugugac ugaagugcuu ggucuggguc uagcugaugu 300
uaaccuccgg aauucucggg guuacacagu acuucacauu gcugugaugc gcaaagagcc 360
aucaauuaua guauugcuuc ugacuaaagg agcucgugca ucagagcuga caucagaugg 420

ucagagugcu guuaguauuu gccggagguu gacaaggccg aaggauuauc au 472
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