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Informe Descriptivo de la Patente de Invencién
“PROCESO PARA MICROPROPAGACION IN VITRO DE MATERIAL DE PLANTA
Y PROCESO PARA LA PRODUCCION, A GRAN ESCALA Y ELEVADO
VOLUMEN, DE MUDAS CLONALES DE PLANTAS LISTAS PARA SU

DESARRCOLLO EN CAMPO"

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidn estd referida a un proceso de
produccién de mudas clonales de especies arbdreas,
especialmente eucalipto, a gran escala y elevado volumen,
segun el cual la etapa de propagacién vegetativa, realizada
in vitro, ocurre en condiciones tales que es maximizada la
obtencidén de microesquejes saludables vy vigorosos de 1la
especie arbdrea mientras es minimizada la tasa de
hiperhidricidad en la fase de micropropagacién en régimen de

inmersidén temporal.

FUNDAMENTOS DE LA INVENCION

La micropropagacién consiste en una técnica de cultivo
de tejidos vegetales que es utilizada como base para la
formacién de mudas, siendo un método prdctico, rapido v
seguro de propagacién masiva de plantas en espacio reducido.
Convencionalmente, la micropropagacién es realizada via
sistema semisdlido, normalmente en medio gelificante con
agar. Sin embargo, esta ain es una practica costosa, abriendo
espacio para el uso de equipos y nuevas tecnologias, que
auxilian en la ©produccién de plantas a gran escala
operacional, con reduccién de los altos costos de mano de

obra, en equipos llamados biorreactores.

Los Dbiorreactores son equipos para el cultivo de
plantulas en régimen de inmersién temporal ¢ permanente para
la obtencién de plantas. El biorreactor consiste en un

conjunto de recipientes conteniendo compartimentos Y

£
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accesorios para la Optima manipulacién de los principales
factores de crecimiento en busca de maximizar las reacciones
biolégicas. Por medio de estos equipos es posible obtener
mayores tasas de multiplicacién del cultive por el uso de
medio nutriente liquido, inyeccién e intercambios de gases,
por ejemplo, de aire enriquecido con gas carbénico, dentro
del recipiente, asi como de mejor control fisiolégico de las
condiciones de cultivo y automatizacién del proceso. Varios
son los modelos de biorreactores, pudiendo variar en funcién
de los recipientes de cultivo y del medioc de cultivo, del
tipo de inmersién (temporal o permanente) y de su
funcionalidad. Los sistemas de inmersién temporal que son mas
conocidos en el Brasil son RITA® (recipiente de inmersién
temporal automatizada - por ejemplo, el empleado en CIRAD-
Franga) y BIT® (biorreactor de inmersién temporal - por

ejemplo, aquel creado en Embrapa-Cenargen).

Debido al potencial de la técnica de micropropagacién,
hay un creciente interés en esa tecnologia como demuestra el
estado de 1la técnica. Por ejemplo, en el documento WO
2012/061950 es descrito un método y biorreactor para
micropropagacién de una especie vegetal antartica, en el cual
el método estd caracterizado por la utilizacién de
condiciones y medio nutriente apropiados para el desarrollo
de dicha especie vegetal y, adicionalmente, es empleado un
protocolo de suministro de radiacién UV y control de
temperatura para la produccién de metabolitos valiosos para

uso medicinal y cosmético.

En el documento WO 2012/156440 estd descrito un sistema
de 1inmersidén temporal vy método de micropropagacién de
especies vegetales caracterizados por 1la disposicién de
condiciones adecuadas para el desarrollo de la plantula,
tales como iluminacién, temperatura y régimen de inmersioén

con intervalos variando de 1 hasta 10 veces al dia y con
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tiempo de inmersién de 1 a 2 minutos, o de 3 a 4 minutos,

dependiendo de la especie vegetal en desarrollo.

Watt (ver Watt, M.P. “The status of temporary immersion
system (TIS) technology for plant micropropagation”. African
dJournal of Biotechnology, Vo. 11(76}, pp. 14025-14035,
20/09/2012) realizd una retrospectiva de las técnicas de
micropropagacién de plantas, particularmente con relacién a
las propuestas para reducir la hiperhidricidad, mencionando
comoé principales factores, la reduccién del tiempo de
inmersién y el aumento del pericdo de descanso (tiempo entre

dos inmersiones sucesivas).

Gonzdalez (ver Gonzalez, R. % colaboradores.
“Multiplicacidén in vitro de Eucalyptus globulus mediante
sistema de inmersién temporal”. Bosque 32{(2): 147-154, 2011)
relata los factores que afectan el estadio de multiplicacidn
in vitro de Eucalyptus globulus por inmersién temporal vy
concluye que la tasa de multiplicacién de microesquejes de
esta especie arbdrea aumenta significativamente cuando se
emplea un tiempo de inmersidén de 1-2 minutos y una frecuencia
de inmersién (periodo de descanso) de 12 horas. Estos autores
también concluyeron que la hiperhidricidad aumenta con la

concentracidén de macronutrientes y sacarosa.

Oliveira (ver Oliveira M. L. de, “Micropropagagdc de
clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla em biorreatores
de imersdoc temporaria”. Disertacidén de Tesis de Maestria.
Universidad Federal de Vigosa. 2011) relata el estudio de
micropropagacién in vitro de dos especies de eucalipto,
concluyendo que hay ocurrencia de elevado porcentual de
hiperhidricidad en el desarrollo de los plantulas cuando es
empleada la técnica de inmersién temporal. La autora también
concluye que “hay necesidad de ajuste en la manipulacién del
cultiveo en las fases de multiplicaciédn y alargamiento para la

obtencién de brotes con mayor vigor, aptos para enraizar en
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condiciones ex vitro para hacer tal técnica viable a gran

escala”.

El estado de la técnica lineas arriba mencionado muestra
que a pesar de haber sucedido un gran avance en la técnica de
micropropagacién in vitro de plantas, aun resta resolver el
problema de la hiperhidricidad y, al mismo tiempo, emplear
condiciones adecuadas para la obtencidén de mudas clonales de
plantas, en particular de especies arbdéreas y mas
particularmente de la especie eucalipto, para posibilitar la
produccién de dichas mudas clonales a gran escala y elevado
volumen y alcanzar la produccidén comercial de mudas

saludables y exuberantes.

SUMARIQ DE LA INVENCION

La presente invencidén se refiere a la obtencién de mudas
clonales de plantas, en particular de especies arbéreas, vy
particularmente especies de eucalipto, empleando la técnica
de micropropagacién in vitro de material vegetal, incluyendo
las etapas de multiplicacién, alargamiento, enraizamiento,
climatizacién, crecimiento y aclimatacién de las mudas listas

para comercializaciédn.

En una primera concretizacién, la presente invencién
trata respecto a un proceso para micropropagacidén in vitro de
material de planta, especialmente de ©planta arbérea,
particularmente de una especie de eucalipto, comprendiendo
las etapas de multiplicacién y alargamiento de los brotes
desarrollados a partir de plantulas de planta por el método
de inmersidén temporal, siendo gque: (a) en la etapa de
multiplicacién de los brotes, el material a ser propagado es
colocado sobre un soporte adecuado en un primer recipiente
(recipiente de propagacién vegetativa) y es sometido a
manipulacién de inmersidén temporal en medio nutriente

liguido, proveniente de un segundo recipiente (recipiente de
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almacenamiento del medio 1ligquido), comprendiendo dicha
manipulacién periodos alternados de inmersidn y de descanso,
siendo el periodo de inmersidén preferencialmente de por lo
menos 1 minuto, preferentemente por un maximo de 3 minutos,
mas preferiblemente de 1 a 2 minutos, y el pericdo de
descanso siendo preferencialmente de por lo menos 2 horas,
preferentemente por un maximo de 4 horas, mds preferiblemente
de 2 a 3 horas; (b) en la etapa de alargamiento de los
brotes, el material en propagacidén es sometido a manipulacidn
de inmersién temporal, preferentemente empleando el mismo
nedio nutriente de la etapa (a), comprendiendo dicha
manipulacién periodos alternados de inmersidén y de descanso,
siendo preferencialmente el periodo de inmersidén de por 1lo
menos 20 segundos, preferentemente por un maximo de 60
segundos, mas preferiblemente de 20 a 30 segundos, y el
periodo de descanso siendo preferencialmente de por lo menos
4 horas, preferentemente por un maximo de 6 horas, mas
preferiblemente de 4 a 5 horas; siendo caracterizado dicho
proceso por el hecho de que, en dicha etapa de alargamiento,
los referidos periodos de inmersidén son significativamente
mas cortos y los referidos periodos de descanso son mas
largos en comparacién con los periodos de inmersidén y de

descanso, respectivamente, en la etapa de multiplicacién.

En una segunda concretizacién, la invencidén trata
respecto a un proceso para la produccién de mudas clonales de
plantas listas para el desarrcllo en campo comprendiendo las
etapas de: (i) someter plantulas de planta a condiciones de
propagacién vegetativa in vitro por inmersidén temporal
comprendiendo 1los estadios de: (a) multiplicacidén de los
brotes en que el material a ser propagado es colocado sobre
soporte adecuado en un primer recipiente (recipiente de
micropropagacidén) y someter dicho material a manipulacidn de

inmersién temporal en medio nutriente liquido, proveniente de
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un segundo recipiente (recipiente de almacenamiento del medio
liquido}, comprendiendo dicha manipulacidn periodos
alternados de inmersién y de descanso, siendo el periodo de
inmersién preferencialmente de por lo menos 1 minuto,
preferentemente por un maximo de 3 minutos, mas
preferiblemente de 1 a 2 minutos, y el periodo de descanso
siendo preferencialmente de por lo menos 2  horas,
preferentemente por un méximo de 4 horas, mas preferiblemente
de 2 a 3 horas; (b) alargamiento de los brotes en que el
material en propagacién es sometido a manipulacidén de
inmersién temporal, preferentemente empleando el mismo medio
nutriente del estadio {a), comprendiendo dicha manipulacién
periodos alternados de inmersién y de descanso, siendo el
periodo de inmersidén preferencialmente de por lo menos 20
segundos, preferentemente por un maximo de 60 segundos, mas
preferiblemente de 20 a 30 segundos, y el periodo de descanso
siendo  preferencialmente de por lo menos 4  horas,
preferentemente por un maximo de 6 horas, mas preferiblemente
de 4 a 5 horas; (ii) enraizamiento y climatizacidén de las
multibrotaduras obtenidas en la etapa (i) en recipientes y
condiciones apropiadas para mantener la turgencia vegetal vy
disminuir la demanda de evaporacién; y (iii) crecimiento y

aclimatacién de los microesquejes obtenidos en la etapa (ii).

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 ilustra el proceso de la presente invenciédn
mostrando el material micropropagado / microesquejes en cada

etapa.

La Figura 2 muestra la etapa de micropropagacién 1in
vitro en régimen de inmersidén temporal en medio nutriente

liquido.
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La Figura 3 muestra las etapas de desarrollo de mudas
clonales a gran escala y elevado volumen, desde la selecciédn

del clon adecuado hasta la introduccidén en el mercado.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

El sistema de produccién de microesquejes clonales de
especies arbdreas, por ejemplo, eucalipto, en gran escala vy
alta productividad en biorreactores de inmersién temporal
tiene como principal objetivo la substitucién gradual de los
tradicionales jardines clonales de 1los viveros forestales
operacionales por biofdbricas de plantas, procurando la
produccién industrial de microesquejes, para su subsiguiente
enralzamiento y climatizacidén en casas de vegetacidn

especificas (estufins).

En biorreactores es posible la obtencidén de mayores
tasas de multiplicacién y crecimiento del cultivo mediante el
usco continuo de medic nutriente liquido, complementado con
inyeccién de aire y enriquecimiento con gas carbdénico vy
radiacién fotosintéticamente activa con lamparas de diodos-—
leds dentro del recipiente de las plantas. De esta forma, la
manipulacidén de producciébn de brotes y fitomasa es optimizado
al méximo a través de la manipulacién automatizada de 1los
principales factores de crecimiento, permitiendo un mejor

control fisioldgico de las condiciones de cultivo.

Lo gue se ha buscado en esta técnica es la minimizaciédn
de la hiperhidricidad, que causa disturbios y degeneraciones
a las mudas «clonales obtenidas mediante el método de
inmersién temporal vy, al mismo tiempo, manteniendo las
ventajas de esta técnica en términos de costos de produccién
y de salud / vigor de las mudas producidas. Este reto fue
enfrentado por los creadores de esta invencién que crearon un
método en el cual los periodos alternados de inmersién y de

descanso del material en propagacién vegetativa estén

|0
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diferenciados en los estadios de multiplicacién y de
alargamiento de los brotes. Este procedimiento hizo posible
minimizar la hiperhidricidad y maximizar 1la produccién de
mudas clonales de plantas, particularmente de especies
arbéreas, y mas preferencialmente de especies de eucalipto.
En la Figura 1, estos dos estadios son representados como
actividades realizadas en el laboratorio, siendo que la
micropropagacién, es decir, la etapa incluyendo los estadios
de multiplicacién y alargamiento, en general, toma un tiempo

de aproximadamente 45 dias.

El proceso de la presente invencién fue personalizado
para atender a las demandas fisioldgicas para la propagacién
vegetativa de especies arbdreas, especialmente del eucalipto,
permitiendo el desarrollo intensivo y de precisién de
plantas, diferenciado para resultar en mejor estandar de
calidad, uniformidad y vigor de brotes producidos,
proporcionando el mayor enraizamiento de microesquejes y la
subsiguiente mejor climatizacidén y precocidad de produccién

de mudas clonales para uso industrial en gran escala.

El proceso de la presente invencién posibilita obtener
una productividad como minimo 30 veces superior al sistema
tradicional de produccién de mudas de los viveros
comerciales, ademds de proporcionar una reduccién del 33% en
el tiempo del <ciclo de produccién de una muda clonal.
Adicionalmente, la implantacién operacional del proceso de la
invencién en viveros permite la reduccién de mano de obra y
reduccién en el costo de construccién civil de los jardines

clonales.

El proceso de la invencidén permite resolver, entre
otros, los siguientes problemas:

— Produccién de mudas clonales a gran escala y elevado

volumen, con uniformidad y calidad, para una maxima

eficiencia y productividad de la propagacién vegetativa de
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plantas arbéreas, por ejemplo, eucalipto, con ciclos de
produccidén y costos operacionales mas reducidos.

Reduccién de disturbios y anomalias fisioldgicas
relacionadas a la hiperhidricidad de los explantes,
fendmeno cominmente conocido como vitrificacién de las
plantas. La manipulacidén de intercambios gaseosos es uno
de los diferenciales del proceso de la invencién, que
preferencialmente es realizado en biorreactor tipo BIT,
pero que puede ser realizado en otro tipo de biorreactor,
tal como el RITA, y gque practicamente elimina estos
problemas biolégicos.

Reduccién del costo de produccién de mudas clonales de
eucalipto asociado a la reduccidén de la mano de obra
involucrada en jardines clonales en el proceso
operacional.

La uniformizacién del estidndar de calidad fisioldgica de
las plantas matrices y de microesquejes en la propagacidn
vegetativa, realizada en biorreactor de inmersién
temporal, c¢ontrasta con la falta de uniformidad de las
plantas y miniesquejes obtenidos en plantas cultivadas en
los jardines clonales, donde las condiciones ambientales
no son uniformes.

Dificultades de propagacidén vegetativa de especies vy
clones de especies arbéreas, incluyendo eucalipto,
recalcitrantes son  contornados con la propagacidn
vegetativa in vitro en biorreactores, permitiendo 1la
utilizacién de clones nuevos y mas productivos gque no
serian producidos por los medios convencionales.

Limpieza clonal, por medio de la obtencién de plantas
matrices y cultivos libres de microrganismos fitopatégenos
y, también, cultivos de alta fidelidad genética de un
unico clon sin mezclas de otros clones.

Aceleracidén de los programas de mejoramiento mediante la

multiplicacién de clones superiores, buscando producir



10

15

20

25

30

10/24

mudas en menor tiempo vy mayor cantidad en espacio
reducido, ademas del rejuvenecimiento de clones y matrices

seleccionados.

Es importante observar que la utilizacién de los brotes
(o0 productos de la micropropagaciédn) obtenidos de acuerdo con
el proceso de la invencidén, para siembra directa en
recipientes especificos (que pueden ser tubos, plugs,
bandejas de espuma de poliestireno u otro tipo), substituye
el suministro, al mercado, de brotes de los conocidos
jardines clonales (o minijardines c¢lonales o microhuertos
clonales). Este es un gran diferencial de 1la técnica de
micropropagacién empleada en el proceso de la presente
invencién y que hace con que la produccidén de eucaliptos
presente un rendimientc en términos de cantidad y calidad
incomparable con la técnica wutilizada en los jardines

clonales.

Descripcion de los Medios Nutritivos para Cultivo en

Biorreactor de Acuerde con la Invencidn

Durante todo el proceso de crecimiento y desarrollo de
las plantas en el biorreactor, dos medios basicos de cultivo
pueden ser utilizados, conforme al cuadro a continuacién.
Estos medios son modificados quimicamente de acuerdo con 1la
presente invencién para atender clones especificos, conforme
a la necesidad y fase fisioldégica del cultivo. Los medios son
complementados con fitorrequladores del crecimiento, en busca
de promover la multiplicacién de yemas, alargamiento de los
brotes y pre induccién del enraizamiento ex vitro de los

microesqueijes.

Los tipos de concentraciones de los fitorreqguladores,
asi como su manejo de wutilizacién en el proceso del
biorreactor son aquellos cominmente empleados en la técnica,

con la debida adaptacién para el cultivo de la especie que se
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incluyendo

preferencialmente la

arborea y mas preferiblemente el eucalipto.

Cuadro 1l: Medio nutriente liquido del tipo JADS

D. 1993.

de Eucalyptus

Agricultura Luiz de Queiroz, Piracicaba)

especie

{ver Correia,
“Crescimento e desenvolvimento de gemas na multiplicacgéao
in vitro em meioc de cultura ligquido e
Disertacién de Maestria en Ciencias Forestales, Escuela Superior de

s6lido”.

JADS
Tipo Reactivo Formulacién Concentracién (mgil.)
Nitrato de amonio NH4NO3 1650
Nitrato de potasio KNO3 809
Fosfato de potasio monobasico KHzPO4 408
Sulfato de magnesio heptahidratado MgS04.7H20 739,6
Nitrato de calcio tetrahidratado Ca(NO3)2.4H:0 1181
Sulfato ferroso heptahidratado FeS04.7H0 55,6
Inorganicos EDTA disédico NAZEDTA 74,6
Sulfato de manganeso hidratado MnS04.H:0 17
Sulfato de zinc heptahidratado ZnSC4.7H:0 4,32
Molibdato dihidratado Na:MoQ4.2H:0 0,15
Suifato ciprico pentahidratado CuS04.5H:0 1,25
Cloruro de cobalto hexahidratado CoCl2.6H20 0,25
Acido bérico HaBOs 3,1
Acido nicotinico 0,5
Pirodoxina 0,5
Tiamina 5
Organicos Meso lr-lositol 100
Glutamina 146
| Arginina 7
Cisteina 5
Pantotenato de Calcio 2.4

Cuadro 2: Medio nutriente liguido tipo MS

(ver Murashige, T.

&

Skoog, F. 1962. A revised médium for rapid growth and biocassay with
tabacco tissue cultures. Physiologia Plantarum 15:473-497)
MS
Tipo Reactivo Formulacién Concentracion (mg/L)
Nitrato de amonio NH4aNO3 1650
Nitrato de potasio KNQs 1900
Fosfato de potasio monobasico KH2PQO4 170
Acido bérico HsBOs 6,2
Inorgdnicos | Molibdato dihidratado Na:Mo0a . 2ZH:0 0,25

Cloruro de Calcio dihidratado CaCla. 2H:0 440
Clorure de cobalto hexahidratado Collz. 6H20 0,025
Sulfato de magnesio heptahidratado MgS0a . 7H20 370
Sulfato de manganeso hidratado MnSOs . H:0 16,9

M
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Sulfato de zinc heptahidratado ZnS04. 7H:0 8,6
Sulfato cliprico pentahidratado CuS0s . SH20 0,025
Sulfato ferroso heptahidratado FeS04.7H:0 27,85
EDTA disédico NazEDTA.2H20 37,3
Myo Inositol 100
Tiamina HCI 10
Orgédnicos | Acido Nicotinico 0,5
Piridoxina HCI 0,5
L-Glutamina 100

Siembra de Microesquejes en Plugs Biodegradables

Tal como es mostrado en la Figura 1, los brotes
alargados son transferidos del laboratorio a un ambiente
controlado, conocido por la denominaciédn de Estufim, donde
seran realizados los estadios de Enraizamiento y
Climatizacién. Para ello, los brotes son separados y 1los
individuos son colocados, cada uno, en recipiente conteniendo
medio soélido, siendo estos recipientes colocados en bandejas
0 estantes. Son diversos los tipos de recipientes especificos
para el enraizamiento de mudas clonales pudiendo ser citados

los tipos a continuacién.

Recipientes y Bandejas de Siembra:

Ellepot EP: Tubo degradable producido por la empresa

dinamarquesa Ellegaard®, comprendiendo: membrana blanca
de celulosa o© poliéster y agujeros, teniendo forma
cilindrica; Capacidades: 85 cm® y 110 cm®; Dimensiones:
30 x 100 mm y 40 x 100 mm.

Jiffy Pellet: Tubo biodegradable producido por la empresa

noruega Jiffy®, comprendiendo una pastilla expansible con
fibra de coco y turba de Sphagnum, de forma cilindrica;
Capacidades: 85 cm?® y 100 cm?®; Dimensiones: 30 x 100 mm y
36 x 100 mm.

Pastillas Expansibles tipo Care-Free® Peat Pellet:

Dimensiones: 30x100 y 36x100, de una combinacién de Turba

de Sphagnum deshidratada y prensada, Perlita y Aditivos

15
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Minerales, revestidos <con una membrana permeable vy
Biodegradable de PLA, producidos por la filial canadiense
de la empresa noruega Jiffy®.

Bandeja Air-Tray®ll7: destinada a servir de soporte para los

Jiffy-Pellets CareFree® 30x100 mm, con 390 x 590 mm
(2.301 cm?), con 117 células, y con area promedio de 19,6
cm?/célula, para la bandeja con el 100% de ocupacidn
(tratamiento T-1).

Bandeja Air-Tray®64: destinada a servir de soporte para los

Jiffy-Pellets CareFree® 36x100 mm, con 380 =x 380 mm
(1.444 cm?), con 64 células, y con area promedio de 22,5
cm?/célula, para la bandeja con el 100% de ocupacidn

(tratamiento T-2).

Después de la debida colocacidén de los pellets en las
bandejas, estas deben ser colocadas con su parte inferior
{(base) en contacto con una lamina rasa de agua pura, de modo
que lcos pellets dentro de las bandejas no sean recubiertos (o
floten) en el agua. Este es el proceso de expansidén de los
pellets, gue en este caso se “rehidratan” por capilaridad. Es
importante resaltar que la base de los pellets debe ser
mantenida en contacto con esta lamina de agua, hasta la total
expansién de los mismos. En caso que la lamina de agua se
reduzca (debido a la absorcién por los pellets), ella debe
ser repuesta. No debe haber preocupacién con “exceso de
agua”. Esta operacidén dura pocos minutos. En caso que se
quiera acelerar el proceso de expansién, se puede echar mano
de agua calentada aproximadamente a 45°C, En este caso, es
esencial efectuar la expansién de los pellets con algunes
minutos de antecedencia, de modo que su temperatura se
aproxime a la temperatura ambiente, antes de ser llevados

para recibir los microesquejes.

Técnica de Climatizacidn de Plantulas de Eucalipto

Micropropagadas

[=
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En general, en una poblacién de plantas micropropagadas
de eucalipto, es probable que una pegquefia subpoblacidén
presente anormalidades anatdmicas, morfoldgicas y
fisiolégicas, en funcién de desequilibrios de las condiciones
en el interior de los biorreactores y otros frascos en la
micropropagacién. Todas estas alteraciones asociadas a
condiciones no adecuadas para los procesos de enraizamiento
de los microesquejes y la subsiguiente climatizacién de las
plantulas, consecuentemente, reducen las tasas de

sobrevivencia y calidad de las mudas.

La aplicacién de técnicas de climatizacidédn procura
proporcionar mayor graduacién en la transicién entre el
ambiente in vitro (biorreactor) y el externo (vivero). Entre
estas técnicas, se destacan la utilizacién de los sistemas de
mist y fog, que contribuyen a mantener la turgencia vegetal y
disminuir la demanda de evaporacién. El sombreado auxilia en
la reduccién de 1los elevados niveles de luminosidad del
ambiente externo vy, también, contribuye a reducir la

temperatura y el estrés de las plantas en climatizacién.

Alternativamente, otros productos y ambientes protegidos
son utilizados en la siembra de los microesquejes producidos
en biorreactores. Entre los productos, son utilizados
substratos estabilizados por polimeros para siembra en
recipientes biodegradables de fibra de madera, fibra de coco
y turba de Sphagnum. Estos recipientes funcionan como

pastillas prensadas y expansibles cuando son hidratadas.

Sistema de cultivo con fog en estufim

Este sistema utiliza la generacidén de una niebla de
gotas de agua extremadamente pequefias, con didmetro igual o
menor a 15 pm, gque son nebulizadas dentro del ambiente del
estufim a través de boguillas especificas o© nebulizador
ultrasdnico, que genera un fog ultrafino (< 5 pm) y seco.

Estas gotas son tan pequefias gue permanecen en suspensién en

4
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el aire hasta evaporarse, contribuyendo al aumento de la
humedad y reduccién de la temperatura y, al mismo tiempo,
evitando el humedecimiento foliar. Estas gotas de agua en
suspensidon son capaces de mantener una finisima pelicula de
vapor de agua en ambas caras foliares, lo que mantiene las
mudas turgentes y con temperatura controlada.

El sistema de fog es utilizade en conjunto con la
estructura de estufim, preferentemente una estructura
desarrollada especificamente para el enraizamiento y
climatizacién del eucalipto. E1 estufim consiste en el
montaje de un mini-invernadero ¢ sobre-tineles dentro de un
invernadero normal, mantenidos suspendidos en mesas rollizas.
Durante el crecimiento y desarrollc de las mudas en el
estufim, es utilizado el sistema de irrigacién de sub-
superficie (floating), que propicia inmersiones temporales de
la base de los plugs biodegradables en agua o solucidn
nutritiva, procurande suplir los nutrientes para plantas sin

el humedecimiento de la parte aérea de las mudas.

Técnica de Trasplante de Microesquejes en Plugs

Biodegradables

El sistema de siembra de los microesquejes producidas en
el biorreactor en recipientes biodegradables consiste en
seleccionar los microesquejes de patrdén de cualidad
satisfactorios e insertar la base de 1los microesquejes en
bolsas o pastillas prensadas previamente hidratadas (plugs),
tal como descritas lineas arriba.

¢ Estadio de Rehidratacién y Expansién del Jiffy:

— Después de la colocacién de las pastillas en las
bandejas, estas deberdn ser posiciconadas con su parte
inferior (base) en contacto con una ladmina rasa de agua
pura, a temperatura ambiente, de modo que los Pellets

dentro de las bandejas no sean recubiertos (o floten) en
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el agua, hasta su total expansidén, antes de la siembra

de los microesquejes.
— La rehidratacién de las pastillas es realizada sdélo por
capilaridad y no por sumersién de las mismas en el agua.
5 Es importante resaltar que la base de los Pellets debe
ser mantenida en contacto con la lamina de agua, hasta

la total expansién de los mismos. En caso que la lamina

de agua se reduzca {(debidc a la absorcién de los
Pellets), ella debe ser repuesta. No debe haber
10 preocupacidén con el exceso de agqua. Esta operacién dura

pocos minutos.

— En caso que se quiera acelerar el proceso de expansién,

se puede echar mano de agua calentada aproximadamente a

45°C. En este caso, es esencial efectuar la expansién de

15 los pellets con algunos minutos de antecedencia, de modo
que su temperatura se

aproxime a la temperatura

ambiente, antes de ser llevados para recibir los

microesquejes durante la siembra.

A titulo de ejemplo no limitative, son proporcionadas
20 algunas informaciones sobre las técnicas disponibles para la
realizacién de la siembra de los microesquejes producidos en

el biorreactor.

¢ Especificaciones Técnicas de los Plugs y Bandejas (PLA

Net = Resina bicdegradable

de almidéon de mailz)

Producto

Objetivo

Jiffy-7 Care Free Horticulture Peat
Plug, 30 x 100 mm, 6 mm indent,
PLA net

Siembra directa del microesqueje para
producciéon de mudas para siembra en el
campo

Jitfy-7 Care Free Horticulture Peat
Plug, 30 x 80 mm, 6 mm indent, PLA
net

Siembra directa del microesqueje para
produccién de mudas para siembra en el
campo

Jiffy-7 Forestry Peat Pellet, 18 x 25
mm, 9 mm indent, PLA net

Siembra directa del microesqueje en mini-
plug para produccion de mudas para
siembra en jardin clonal

Jiffy-7 Forestry Peat Pellet, 18 x 32
mm, 9 mm indent, PLA net

Siembra directa del microesqueje en mini-
plug para produccion de mudas para
siembra en jardin clonal

Jiffy-7 Horticulture Peat Pellet, 36 x

Trasplante de la muda enraizada en el
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75 mm, TP 40 mm, PLA net mini-plug 18x25 al plug 36x75 y siembra
en el campo

Jiffy-7 Horticulture Peat Pellet, 36 x | Trasplante de la muda enraizada en el

75 mm, TP 25 mm, PLA net mini-plug 18x25 al plug 36x75 y siembra
en el campo

New Mini-18 mm thermo forn tray | Bandejas para soporte de los mini-plugs y
para J7 pellet 18x32; tray size 33 x | crecimiento de las mudas.
45x4 cm

¢ Manipulacién de Espaciamiento de Mudas en las Bandejas:

Tipo de Fase de la Duracién Densidad Capacidad Capacidad
Tubo Produccidn { dias) {cm? / muda) | (cant. / bandeja) | {% / bandeja)

liffy Enraizamiento 10 20 117 100

30x100mm Aclimatacion 10 39 59 50
Crecimiento 15 96 24 20
Fortalecimiento |15 96 24 20

Jiffy Enraizamiento 10 23 64 100

36x100mm Aclimatacion 10 45 32 50
Crecimiento 15 50 16 20
Fortalecimiento |15 90 16 20

¢ Manejo de la Irrigaciédn:

La aplicacién de lamina de agua de irrigacidn deberd
ser ajustada para alcanzar la capacidad de campo de
cada substrato, principalmente, en las fases de
Enraizamiento (CV) vy Aclimatacién (CA), donde el
Ellepot y Jiffy no deben quedar saturados de agua.

En la casa de vegetacidon, el manejo de la irrigacidn
debe contemplar un turno de riega de corta duraciédn e
intervalcocs entre irrigaciones, por ejemplo, 6
sequndos de duracidén por cada 10 a 15 minutos entre
irrigaciones, procurando aumentar el tenor de la
humedad relativa del aire sin gque ocurra 1la

irrigacidén del substrato.
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En la casa de aclimatacidén, el manejo de 1la
irrigacién debe permitir el completo humedecimiento
del substrato del Ellepot y Jiffy, sin causar exceso
y saturacién de los mismos. El sombreado, por
ejemplo, con pantalla tipo sombrite, debe permanecer
extendido solo en las hpras mas calurosas del dia,
por ejemplo,vdesde las 11 hasta las 14 horas.

En las fases de Crecimiento (PC) y Fortalecimiento
(PR}, al contrario, el Ellepot y el Jiffy deben
gquedar casi que saturados, por haber necesidad de una
ldmina mayor de agua para compensar pérdidas por
evaporacién a partir del recipiente, absorcién
radicular y transpiracién foliar.

En el ©patio de crecimiento y fortalecimiento,
adicionalmente, se recomienda realizar la irrigacidn
de los Ellepot y Jiffy con barra de irrigacidén o
ducha hasta el humedecimiento uniforme de todo el

substrato.

¢ Monitoreo de la Humedad del Substrato:

Durante los procesos de enralzamientoc y crecimiento
de las mudas en el recipiente Ellepot y Jiffy, hay
necesidad del monitoreoc del tenor de humedad en el
substrato, c¢on el fin de recomendar el turno de
irrigacién (duracidén e 1intervalos) para que la
humedad del substrato permanezca dentro del rango
ideal de capacidad de campo.

Estas mediciones instanténeas y en tiempo real de la
humedad del substrato deben ser realizadas por medio
del medidor portatil de humedad + conductividad +
temperatura, por ejemplo, el de marca Delta-T, modelo
WET Sensor. Este equipo debe ser previamente
calibrade en el laboratorioc apropiadamente para el

substrato que esté siendo utilizado en la prueba.

2l
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El sensor de humedad debe ser insertado en al menos
dos posiciones (profundidades) dentro del Ellepot y
Jiffy, pues solo la punta del sensor es capaz de
registrar los valores con precisidén en la regidn de
la rizosfera. En 1la CV, esta posicién debe ser
superficial (2-3 cm), en la CA esta posicidn debe ser
mediana (3-6 cm) y en el PC la posicién debe ser
final (7-9 cm).

Entre una medicidén y otra es necesario aguardar un
periodo de tiempo (10-15 seqgundos) para la
estabilizacién del sensor en el substrato humedo. En
un mismo Ellepot o Jiffy, debe ser procesada la 12
medicién en un punto de menor humedad, y 1la 2°%
medicidén en un puntc de mayor humedad.

Se recomiendan los siguientes rangos de humedad para
el substrato utilizado en la prueba, medide con

Sensor Humedo, conforme al cuadro siguiente:

Humedad Humedad Mecprec|Humedad Ellepot y Jiffy] Observacion
substrato (%, v/v) (%, v/v)
Saturado >40 % <50% Exceso elevado de agua.
Semi saturado 21a40% 40 a 50 % Exceso moderado de agua.
Adecuado 16a20% 25a339% Condici6n ideal de
humedad.
Semi seco 10315% 15a24% Deficiencia moderada agua.
Seco < 10 % <15% Deficiencia alta de agua.
EJEMPLOS

Ejemplo 1 - Cbtencién de mudas clonales de eucalipto

El
mudas
técnica

etapas:

proceso de la invencién, aplicado a la obtencidén de
clonales de eucalipto en biorreactor mediante 1la

de 1inmersién temporal, comprende las siguientes
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Etapa 1 - El material vegetal permanece en reposo durante el
intervalo entre las inmersiones del cultivo vegetal en el
medio e  intercambios gaseosos de la atmosfera del
compartimento interno del biorreactor. El medio queda
almacenado en el recipiente externo (inferior) vy 1los
explantes en el compartimento interno (superior). La
radiacién fotosintética activa del bilorreactor es ejecutada
por medio de luminarias tubulares con lamparas Led en los
colores azul, rojo y blanco.

Etapa 2 =~ La valvula solenoide es accionada por un
temporizador en intervalo de tiempo y duracién
preestablecidos. Esto permite la entrada de aire comprimido
en el recipiente externo, aumentando 1la presién en el
compartimento externo (inferior), haciendo con gue el medio
de cultive liquido sea transferido al compartimento interno
{superior) de 1las plantas, pasando por canales de conexidn
entre los recipientes, y que entre en contacto con la base de
los cultivos vegetales. La manipulacidn de inmersién temporal
varia conforme al tipo de clon de eucalipto y también con la
fase del cultive. En la fase de multiplicacién de brotes, se
utiliza de 2 a 3 horas de intervalo entre inmersiones
temporales e inmersiones con duracidn entre 1 y 2 minutos. En
la fase de alargamiento de brotes, se utiliza de 4 a 5 horas
de intervalo entre inmersiones temporales e inmersiones con
duracién entre 20 y 30 segundos.

Etapa 3 - Después del periodo de inmersidén, 1la valvula
solencide es desactivada y el medio retorna al compartimento
externo a través de los drenajes, por la fuerza de la
gravedad. En esta etapa, ocurre el intercambio con la
inyeccidén de aire comprimido en el recipiente interno, donde
el material vegetal queda localizado. Este 1intercambio
gaseoso f(alre y gas carbdénico) es accionado por una valwvula

solenoide controlada por temporizador.
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Etapa 4 - El intercambio gaseoso sucede con la inyeccién de
concentraciones especificas de CO; en el recipiente interno,
con caudal de 1,3 litros por minuto, flujo de 500 pmol CO2 por
segundo, en la concentracién de 800 a 1.000 pmol CO2 por mol
de aire, donde crece el material vegetal, procurando aumentar
la capacidad fotosintética y productiva de los cultivos. Este
intercambio gaseoso también es accionado por una valvula

solenoide controlada por temporizador.

Radiacién RFA - Durante todo el ciclo de produccidn es
utilizada la radiacién fotosintéticamente activa (RFA), que
corresponde al intervalo de 400 a 700 nm, para el crecimiento
y desarrolloc del cultivo. En este caso, se utilizan
luminarias eléctricas con diodos emisores de 1luz (LED), al
contrario de las tradicionales lamparas  fluorescentes
empleadas en las biofabricas. Las plantas absorben
principalmente los espectros en el rango del rojo ({600-700
nm} vy del azul (400-500 nm), por lo tanto, el manejo de
iluminacién es controlado para proporcionar una relacidén de
3/1 (rojo/azul} a 2/1 (rojo/azul), respectivamente para
multiplicacién y alargamiento. La intensidad de RFA también
varia conforme al estadio fisiolégico del cultivo.
Normalmente, en la fase de multiplicacién se utiliza de 20 a
30 pmol/m2/s y en 1la fase de alargamiento de 40 a 60

nmol/m?/s.

Todas las publicaciones y pedidos de patente mencionados
en la presente descripcidén son indicativos del nivel de
aquellos especialistas en la técnica al cual el presente
modelo de utilidad se refiere. Todas las publicaciones vy
pedidos de patente estédn aqui incorporades a titulo de
referencia, en la misma extensién como si cada publicacidn
individual o cada pedido de patente fuese especifica e
individualmente indicado para ser incorporade a titule de

referencia.
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A pesar de gque ciertas concretizaciones hayan sido
descritas, ellas fueron presentadas como un modo
ejemplificativo solamente, y no hay intencién de limitar el
dmbito del presente modelo de utilidad. Las reivindicaciones
que acompafian esta descripcidén y sus equivalentes son
consideradas como cubriendo tales formas o modificaciones, en
la medida en que ellas pueden estar dentro del ambito vy

espiritu del presente modelo de utilidad.

25
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RESUMEN DE LA PATENTE DE INVENCION

“PROCESO PARA MICROPROPAGACION IN VITRO DE MATERIAL DE
PLANTA Y PROCESO PARA LA PRODUCCION, A GRAN ESCALA Y ELEVADO
VOLUMEN, DE MUDAS CLONALES DE PLANTAS LISTAS PARA SU

DESARROLLQO EN CAMPO”

La presente invencién estéd referida a un procesc para
micropropagacién in vitro de material de planta comprendiendo
las etapas de multiplicacidén y alargamiento de los brotes
desarrollados a partir de plantulas de planta. La invencidn
comprende, también, un procesc para la produccidén de mudas
clonales de plantas a gran escala listas para su desarrollo
en campo, como substitucién de los Jjardines clonales

tradicionales por biofabricas ‘in vitro’.
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REIVINDICACION

1. Proceso para micropropagacidén in vitro de material de
planta  comprendiendo las etapas de multiplicacidén vy
alargamiento de los brotes desarrollados a partir de
plantulas de planta por el método de inmersién temporaria,
siendo que:
(a} en la etapa de multiplicacién de los brotes, el
material a ser propagado es colocado sobre soporte
adecuado en un primer recipiente (recipiente de
propagacidén vegetativa) y es sometido a manipulacidén de
inmersidn temporal en medio nutriente liquido,
proveniente de un segundo recipiente (recipiente de
almacenamiento del medio 1liquido), comprendiendo dicha
manipulacién periodos alternados de inmersién y de
descanso;
(b) en 1la etapa de alargamiento de los brotes, el
material en propagacién es sometido a manipulacidn de
inmersién temporal, preferentemente empleando el mismo
medio nutriente de la etapa (a), comprendiendo dicha
manipulacién periodos alternados de inmersidén y de
descanso,
siendo dicho proceso caracterizado por el hecho de que, en la
tal etapa (b) (de alargamiento), los referidos periodos de
inmersién son significativamente més cortos y los referidos
periodos de descanso son mas largos en comparacidén con los
pericdos de inmersién y de descanso, respectivamente, en la

etapa (a) (de multiplicacién).

2. Proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado
por el hecho de gue dicho material de planta es de planta

arbdrea.
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3. Proceso de acuerdo con la reivindicacién 2, caracterizado
por el hecho de que dicha planta arbdérea es una especie de

eucalipto.

4, Proceso de acuerdo con la reivindicacidén 1, caracterizado
por el hecho de que, en la etapa (a), dicho periodo de
inmersién es de por lo menos 1 minuto y dicho periodo de

descanso es de por lo mencs 2 horas.

5. Proceso de acuerdo con la reivindicacién 4, caracterizado
por el hecho de que dicho periodo de inmersién es de un
maximo de 3 minutos y dicho periodo de descanso es de un

maximo de 4 horas.

6. Proceso de acuerdo con cualquier de las reivindicaciones
4 o 5, caracterizado por el hecho de que dicho periodo de
inmersién es de 1 a 2 minutos y dicho periocdo de descanso es

de 2 a 3 horas.

7. Proceso de acuerdo con la reivindicacidén 1, caracterizado
por el hecho de que, en la etapa (b), dicho periodo de
inmersién es de por lo menos 20 segundos y dicho pericdo de

descanso es de por lo menos 4 horas.

8. Proceso de acuerdo con la reivindicacidén 7, ecaracterizado
por el hecho de que dicho periodo de inmersién es de un
maximo de 60 sequndos y dicho periodo de descanso es de un

maximo de 6 horas.

9. Proceso de acuerdo con cualquier de las reivindicaciones
7 o 8, caracterizado por el hecho de que dicho periode de
inmersién es de 20 a 30 segundos y dicho periodo de descanso

es de 4 a 5 horas.

10. Proceso de acuerdo con la reivindicacidén 1, caracterizado
por el hecho de que la micropropagacidon in vitro del material

de planta es realizado en biorreator tipo BIT.
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' 11. Proceso para la produccidén, a gran escala y elevado

volumen, de mudas clonales de plantas listas para el
desarrollo en campo, siendo dicho procesc caracterizado por
el hecho de comprender 1las etapas de: (i) realizar la
propagacién vegetativa de material de planta por proceso como
definido en las reivindicaciones de 1 a 10; (ii) permitir el
enraizamiento y <c¢limatizacién de los brotes alongados
obtenidos en la etapa (i) en recipientes y condiciones
apropiadas para mantener la turgencia vegetal y disminuir la
demanda de evaporacién; y (iil) posibilitar el crecimiento vy
aclimatacion de los microesquejes obtenidos en la etapa (ii)
hasta el tamafio de mudas clonales adecuadas para su

transferencia al campo.

12. Proceso de acuerdo con la reivindicacién 11,
caracterizado por el hecho de que la etapa (ii) es realizada
en ambiente humedo, en el cual las gotas de vapor de agua son
tan pequefias que permanecen en suspensién en el aire hasta

evaporarse y al mismo tiempo es evitada la humidificacién

foliar.
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Specification of the Patent Invention

"PROCESS FOR IN VITRO MICROPROPAGATION OF PLANT MATERIAL AND
PROCESS FOR PRODUCTION, IN LARGE-SCALE AND HIGH VOLUME, OF CLONAL

SEEDLINGS OF PLANTS READY FOR FIELD DEVELOPMENT"

FIELD OF THE INVENTION

The present invention relates to a process for the
production of clonal plants of arboreal species, especially
eucalyptus, 1in large-scale and high-volume, whereby the step of
vegetative propagation, performed in vitro, occurs under
conditions such that the obtaining of healthy and vigorous
microcuttings of the arboreal species is maximized, while the
rate of hyperhydricity of the micropropagation phase in the

temporary immersion regime is minimized.

FUNDAMENTALS OF THE INVENTION

Micropropagation consists of a technique of plant tissue
culture which is used as a basis for the formation of seedlings,
being a practical, safe and fast method of mass propagation of
plants in a reduced space. Conventionally, micropropagation is
performed via the semi-solid system, typically in a gelling
medium with agar. However, this 1is still a costly practice,
allowing room for the use of equipment and new technologies with
equipment called bioreactors that help in the production of
plants in large scale operation and reduce the high cost of

labor.

Bioreactors are devices for the cultivation of seedlings in
a regime of temporary or permanent immersion to obtain plants.

The bioreactor consists of a set of containers with compartments
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and accessories for optimal management of key growth factors to
maximize the bioclogical reactions. By means of this equipment, it
is possible to obtain higher rates of multiplication of the
culture by the use of a liquid nutrient medium, injection and
exchange of gases, e.g. air enriched with carbon dioxide, inside
the container, as well as better physiocleogical control of
cultivation conditions and process automation. There are various
types of bioreactors, which may vary depending on the culture
container and culture medium, the immersion-type (temporary or
permanent), and their functionality. The temporary immersion
systems best known in Brazil are RITA® (temporary automated
immersion container - for example, created by CIRAD-France) and
BIT® (temporary immersion bioreactor - for example, created by

Embrapa-Cenargen) .

Due to the potential of the micropropagation technique,
there is growing interest in this technology as demonstrated by
the prior art. For example, document WO 2012/061950 describes a
method and bioreactor for the micropropagation of an Antarctic
plant species, wherein the method is characterized by the use of
a nutrient medium and appropriate conditions for the development
of said plant species, and additionally employs a protocol for
supplying UV radiation and temperature control for the production

of valuable metabolites for medical and cosmetic use.

Document WO 2012/156440 describes a temporary immersion
system and method of micropropagation of plant species
characterized by the provision of appropriate conditions for the
development of propagules, such as lighting, a temperature and

immersion system with intervals ranging from 1 to 10 times per
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day, and immersion time of 1 to 2 minutes or 3 to 4 minutes

depending upon the plant species being developed.

Watt (see Watt, MP "The status of temporary immersion system
(TIS) technology for plant micropropagation." African Journal of
Biotechnology, Vol. 11 (76), p. 14025-14035, 09/20/2012) provided
a retrospective of the micropropagation of plants, particularly
with respect to proposals to reduce hyperhydricity, citing as the
main factors, the shortening of the immersion time and increasing

periocds of rest (time between two successive immersions).

Gonzalez (see Gonzalez, R. et al. "Multiplication in wvitro
of Eucalyptus globulus by temporal immersion system." Bosque
32{2): 147-154, 2011) reported the factors affecting the stage of
in vitro multiplication of Eucalyptus globulus by temporary
immersion and concludes that the rate of multiplication of
microcuttings of this arboreal species increases significantly
when a soak time of 1-2 min and a frequency of immersion (rest
period) for 12 hours are employed. These authors also concluded
that hyperhydricity increases with the concentration of nutrients

and sucrose.

Oliveira (see Oliveira ML, "Micropropagation of clones of
Eucalyptus grandis x E. urophylla in a temporary immersion
bioreactor." Master's Thesis Dissertation. Federal University of
Vigosa. 2011) reports the study of in vitro micropropagation of
two eucalyptus species, concluding that there 1s a high
percentage of occurrence of hyperhydricity in the development of
propagules when the technique of temporary immersion is employed.

The author also concluded that "there is a need for adjustment in
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the crop management phases of multiplication and elongation to
obtain shoots with greater vigor, able to root in ex vitro
conditions in order to make this technique feasible on a large

scale.”

The aforementioned prior art shows that although there has
been great progress in the technique of in vitro micropropagation
of plants, the problem of hyperhydricity remains to be solved
and, at the same time, employing suitable conditions to obtain
clonal.seedlings of plants, particularly of the arboreal species,
and more particularly of the eucalyptus species, enabling the
production of said cloned seedlings on a large scale and high
volume and to achieve commercial production of healthy and

luxuriant plants.

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention refers to the obtaining of clonal
plant seedlings, in particular of arboreal species, particularly
the species of eucalyptus, using the technique of in vitro
micropropagation of plant material, comprising the steps of
multiplication, elongation, rooting, acclimatization, and growth

and acclimatization of seedlings ready for commercialization.

In a first eﬁbodiment, the present invention relates to a
process for in vitro micropropagation of plant material,
especially of arboreal species, particularly from a species of
eucalyptus, comprising the steps of multiplication and elongation
of shoots developed from plant propagules by the temporary
immersion method, as follows: (a) in the step of multiplication
of the shoots, the material to be propagated is placed on a

suitable support in a first container (plant propagation
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container) and is subjected to management of temporary immersion
in a liguid nutrient medium from a second container (storage
container of a ligquid medium), said management comprising
alternated periods of immersion and rest, with the immersion time
being preferably at least 1 minute, preferablgr at most for 3
minutes, more preferably for 1 to 2 minutes, with the resting
period preferably at least 2 hours, preferably for up to 4 hours,
more preferably for 2 to 3 hours; (b) in the step of elongation
of shoots, the propagation material is subjected to management of
temporary immersion, preferably employing the same nutrient
medium of step (a), said management comprising alternated periods
of immersion and rest, the immersion time being preferably for at
least 20 seconds, preferably for at most 60 seconds, more
preferably for 20 to 30 seconds, with the rest period preferably
being at 1least 4 hours, preferably for at most € hours, more
preferably for 4 to 5 hours; said method being characterized by
the fact that, in said elongation step, said immersion periods
are significantly shorter and said rest -  periocds are longer
compared with the periods of immersion and rest, respectively, in

the multiplication step.

In a second embodiment, the invention relates to a process
for the production of clonal plant seedlings ready for field
development comprising the steps of: (i) subjecting the plant
propagules to vegetative propagation conditions of temporary
immersion in vitro comprising the stages of: (a) multiplication
of the shoots in which the material to be spread on suitable
support 1is placed in a first container (micropropagation
container) and said material is subjected to the management of

temporary immersion in a liquid nutrient medium, from a second
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container (liquid medium storage container), with said management
comprising alternating periods of immersion and rest, with the
immersion time preferably at least 1 minute, preferably at for
most 3 minutes, more preferably for 1 to 2 minutes, and with the
period of rest being preferably at least 2 hours, preferably for
at most 4 hours, more preferably for 2 to 3 hours; (b) elongation
of shoots in which the material is shbjected to propagation
management of temporary immersion, preferably using the same
nutrient medium of stage (a), sald management comprising
alternating periods of rest and immersion, with the immersion
period being preferably at least 20 seconds, preferably for at
most 60 seconds, more preferably for 20 to 30 secconds, and the
rest period being preferably at least 4 hours, preferably for at
most 6 hours, more preferably for 4 to 5 hours; (ii) rooting and
acclimatization of the multi buds obtained in step (i) in
containers and conditions suitable to maintain plant turgor and
reduce evaporative demand; and (iii) growth and acclimatization

of the microcuttings obtained in step (ii).

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Figure 1 illustrates the process of the present invention
showing the micropropagated / microcutting of the material at

each step.

Figure 2 shows the step of in vitro micropropagation in a

regime of temporary immersion in a liquid nutrient medium.

'Figure 3 shows the development stages of clonal seedlings in
large scale and high volume, from selection of the correct clone

to market introduction.
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DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The production system of microcuttings of clonal arboreal
species, such as eucalyptus, in high scale and high productivity
in temporary immersion bioreactors has as its main objective the
gradual replacement of traditional clonal gardens of operational
forest nurseries by plant biofactories, aimed at producing
industrial micropiles for subsequent rooting and acclimatization

in specific greenhouses (cloches).

In bioreactors, it is possible to obtain higher rates of
multiplication and crop growth by continuous use of a liquid
nutrient medium, supplemented with air injection and carbon
dioxide enrichment and photosynthetically active radiation with
light-emitting diode lamps inside the plant containers. Thus, the
management of production of shoots and biomass is best optimized
via automated manipulation of key growth factors, enabling better

physiological control of culture conditions.

What has been sought in this technique is the minimization
of hyperhydricity, which causes disturbances and degeneration of
the cloned seedlings obtained by the method of temporary
immersion and, at the same time, retains the advantages of this
technique in terms of production costs and health/vigor of the
produced seedlings. This challenge was met by the inventors of
this invention who have created a method in which alternating
periods of immersion and rest of the material in vegetative
propagation are differentiated in the stages of multiplication
and elongation of shoots. This procedure has made it possible to
reduce hyperhydricity and maximize the production of clonal

plants seedlings, in particular arboreal species, and most
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preferably of the eucalyptus species. In Figure 1, these two
stages are represented as activities in the laboratory, wherein
micropropagation, 1i.e. the step of including the stages of
multiplication and elongation, generally takes a period of about

45 days.

The process of the present invention has been customized to
meet the physiological demands for the vegetative propagation of
arboreal species, especially eucalyptus, allowing the intensive
and precision development of plants, differentiated to result in
the best quality standard and uniformity and wvigor of shoots
produced, providing‘ greater rooting of microcuttings and
subsequent better acclimatization and early vyield of clonal

seedlings for industrial use on a large-scale.

The process of the present invention allows the obtaining of
productivity at least 30 times greater than the traditional
method of producing seedlings from commercial nurseries, in
addition to providing a 33% reduction in «cycle time for
production of a clonal change. Additionally, the operational
deployment of the process of the invention in nurseries provides
a reduction of manpower and a reduction in the construction cost

of clonal gardens.

The process of the invention solves, among others, the

following problems:

— Production of clonal seedlings on a large scale and high
volume, with uniformity in quality, for maximum efficiency and
productivity of vegetative propagation of arboreal plants, for
example, eucalyptus, with reduced operating costs and production

cycles.
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— Reduction of physiological abnormalities and disorders

related to hyperhydricity of the explants, a phenomenon commonly
referred to as plant vitrification. The management of gas
exchange is one of the advantages of the invention, which 1is
preferably performed in a bioreactor of the BIT type, but may be
performed in a bioreactor of another type, such as RITA, which

practically eliminates these biological problems.

—_— Reduction of the cost of production of eucalyptus clonal

seedlings associated with reduced labor involved 1in <clonal

gardens in the operational process.

—_ Uniformity of the pattern of physiological quality of plant
matrices and micropiles in vegetative propagation, performed in a
temporary immersion bicreactor, in contrast with the lack of
uniformity of plants and cuttings obtained from plants grown in

clonal gardens, where environmental conditions are not uniform.

— Difficulties of the vegetative propagation of species and
clones of arboreal species, including eucalyptus, recalcitrants
are contoured with vegetative ©propagaticen in vitro in
bioreactors, allowing the use of new and more productive clones

that would not be produced by conventional means.

— Clonal cleaning, by obtaining matrices of plants and crops

free of pathogenic microorganisms and, also, cultures of high
genetic fidelity of single clone without mixing with other

clones.

—  Acceleration of breeding programs by multiplication of

superior clones, aiming to produce seedlings in less time and in
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greater quantity and reduced space, in addition to the

rejuvenation of selected clones and matrices.

It is important to note that the use of sprouts (or products
of micropropagation) obtained according to the process of the
invention, for direct seeding in specific containers (which can
be tubes, plugs, Styrofoam trays or otherwise), replaces the
supply of shoots to the market from known clonal gardens (either
clonal mini-gardens or clonal micro-gardens). This 1is a great
advantage of the technique employed in the micropropagation
process of the present invention, and one that, with the
production of eucalyptus, presents a return in terms of unmatched
gquantity and quality which is not comparable with the technique

used in clonal gardens.

Descripticon of the Nutritive Media Culture in the Bioreactor

According to the Invention

Throughout the process of growth and development of plants
in the bioreactor, two basic culture media can be used, as shown
below. These media are chemically modified according to the
present invention to attend specific c¢lones, according to the
need and physiological stage of the culture. The media are
supplemented with  growth  phytorequlators, fostering bud
multiplication, elongation of shoots and pre-induction of ex-

vitro rooting of microcuttings.

The types of concentrations of growth regulators, as well as
their use in the management of the bioreactor process are those
commonly employed in the art, with proper adaptation to the
cultivation of the desired species for propagation, preferably

including arboreal species, and more preferably eucalyptus.

ny
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Table 1: Liquid nutrient medium type JADS (see Correia, D. 1993.
"Growth and development of buds in the multiplication of eucalyptus in
vitro in liquid and solid culture medium." Master's Thesis
Dissertation in Forestry Science, Luiz de Queiroz College of
Agriculture, Piracicaba)
JADS
Type Reagent Formulation Concentration (mg/L) |
Amonium Nitrate NHaNO3 1650
Potassium Nitrate KNOC3 809
Monobasic potassium phosphate KHzPOs4 408
Magnesium sulfate heptahydrate MgS04.7H20 739.6
Calcium nitrate tetrahydrate Ca(NQO3)2.4H:0 1181
Iron sulfate heptahydrate FeS04.7H.0 55.6
Inorgani(;s Disodium EDTA NAEDTA 74.6
Manganese sulfate heptahydrate MnS04.H:0 17
Zinc sulfate heptahydrate ZnS04.7H20 432
Moiybdate dihydrate NazMoQ04.2H20 0.15
Cupric sulfate pentahydrate CuS04.5H20 1.25
Cobalt chloride hexahydrate CoCl2.6H20 025
Boric Acid H3BO3 3.1
Nicotinic Acid 0.5
Pyridoxine 0.5
Thiamine 5
Organics Meso Ir?ositol 100
Glutamine 146
Arginine 7
Cysteine 5
Calcium pantothenate 2.4

Table 2: Liquid nutrient medium MS type (see Murashige, T. & Skoog,
F. 1962. A revised medium for rapid growth and bicassay with tobacco
tissue cultures. Physiologia Plantarum 15:473-497

Ms
Type Reagent Formulation Concentration {mg/L)

Amonium Nitrate NH:NO3 1650
Potassium Nitrate KNO3; 1900
Monobasic potassium phosphate KH2PO4 170
Boric Acid H3:BOs3 6.2
Molybdate dihydrate Na:MoQ4 2H:0 0.25
Calcium chloride dihydrate CaClz.2H:0 440

Inorganics | Cobalt chloride hexahydrate CoCl2.6H:0 0.025
Magnesium sulfate heptahydrate MgS04.7H20 370
Manganese sulfate heptahydrate MnSQOa. H20 16.9
Zinc sulfate heptahydrate ZnS04.7H20 8.6
Cupric suifate pentahydrate CuSQ04.5H0 0.025
Iron sulfate heptahydrate FeS04.7H0 27.85
Disodium EDTA Na:EDTA.2H:0 37.3

Organics | Myo Inositol 100
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Thiamine HCI 10
Nicotinic acid 0.5
Piridoxine HCI 0.5
L-Glutamine 100

Planting of Microcuttings in Biodegradable Plugs

As shown in Figure 1, the elongated shoots are transferred
from the laboratory to a controlled environment, known by the
denomination of Cloche, where the stages of Rooting and
Acclimatization are performed. To do so, the shoots are separated
and the subjects are each placed in a container containing a
solid medium, with such containers being placed in trays or on
shelves. There are several specific types of containers for the

rooting of clonal seedlings such as the types cited below.

Planting containers and trays:

Ellepot EP: Degradable plastic tubete produced by the Danish

company Ellegaard®, comprising: white polyester or cellulose
membrane and holes with cylindrical shape; Capacities: 85 cc

and 110 cc; Dimensions: 30 x 100 mm and 40 x 100 mm.

Jiffy Pellet: Biodegradable plastic tubete produced by the

Norwegian company Jiffy®, comprising expandable insert with
coconut fiber and sphagnum peat, cylindrical; Capacities 85

cc and 100 cc; Dimensions: 30 x 100 mm and 36 x 100 mm.

Care-Free® type Peat Pellet Expandable Wafers: Dimensions:

30x100 and 36x100, a combination of dried and pressed
sphagnum peat, perlite and mineral additives, coated with a
permeable membrane and biodegradable PLA, produced by the

Canadian branch of the Norwegian company Jiffy®.
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Air-Tray® tray 117: Intended to serve as a support for the

CareFree® Jiffy-Pellets 30x100 mm, with 390 x 590 mm
{2,301 cm2), with 117 cells, and with an average area of
19.6 cm2/cell, for a tray with 100% occupancy (treatment T-

1).

Alr-Tray® tray 64: Intended to serve as a support for the

CareFree® Jiffy-Pellets 36x100 mm, with 380 x 380 mm (1,444
cm2}, with 64 cells, with an average area of 22.5 cm 2/cell

for a tray with 100% occupancy (treatment T-2}.

After proper allocation of the pellets in the trays, they
must be placed with their bottom (base) in contact with a shallow
layer of pure water so that the pellets in the trays are not
covered (or float) in the water. This is the process of expansion
of the pellets, which in this case ‘"rehydrates" them by
capillarity. It 1is important to note, that the base of the
pellets should be kept in contact with this layer of water until
fully expanded. If the water depth is reduced (due to absorption
by the pellets), the water must be replaced. There must be no
concern about "excess water." This operation takes only a few
minutes. If one wishes to speed up the expansion process, one can
make use of heated water of approximately 45°C. In this case, it
is essential to carry out the expansion of the pellets some
minutes in advance, such that their temperature approaches room

temperature, before being taken to receive the microcuttings.

Acclimatization Technigue of Micropropagated Eucalyptus Seedlings

In general, in a population of micropropagated eucalyptus
plants, it is 1likely that a small subpopulation will present

anatomical, morphological and physiological abnormalities due to
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imbalances of the conditions inside the bioreactor and other
flasks in the micropropagation. All these changes are associated
with unsuitable conditions for the process of rooting
microcuttings and subsequent acclimatization of seedlings, and

thus reduce survival rates and the quality of seedlings.

The application of acclimatization +techniques aims to
provide greater graduation in the transition between the in vitro
{(bioreactor) and the external (nursery) environment. Among these
techniques, we highlight the use of mist and fog systems, which
help to maintain the plant turgor and decrease evaporative
demand. Shading helps to reduce high levels of brightness from
the external environment and also helps to reduce the temperature

and stress of the plants in acclimation.

Alternatively, other products and protected environments are
used in the planting of microcuttings produced in bicreactors.
Products used include substrates stabilized by biodegradable
polymers for planting in wood fiber containers, and coconut fiber
and Sphagnum peat. These containers function as pressed pellets

and are expandable when hydrated.

Cultivation system with Fog and Cloche

This system generates a mist of extremely small water
droplets, with diameters smaller than 15 micrometers, which are
nebulized within the cloche environment using specific nozzles or
an ultrasonic nebulizer, generating an ultrathin (< 5 pm) dry
fog. These droplets are so small that they remain suspended in
the air until evaporated, contributing to the increase in
humidity and temperature reduction and, at the same time,

avoiding leaf wetness. These water droplets in suspension are
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able to maintain a very thin film of water vapor on both leaf
surfaces, which keeps the seedlings turgid and temperature

controlled.

The fog system 1is used in conjunction with the cloche
structure, preferably a structure designed specifically for
rooting and acclimatization of eucalyptus. The cloche consists of
the assembly of a mini-greenhouse or over-tunnels within a normal
greenhouse, kept suspended on rounded tables. During the growth
and development of seedlings in the <cloche, a sub-surface
irrigation system (floating}) 1is utilized, which provides
temporary immersions of the base of the biodegradable plugs in
water or nutrient solution which is used to supply nutrients to

the plants without wetting the aerial part of the seedlings.

Microcuttings Transplant Technique in Biodegradable Plugs

The planting system of the microcuttings produced in the
bioreactor in biodegradable containers consists of selecting
standard microcuttings of satisfactory quality and inserting the
base of the microcuttings into bags or previously hydrated

pressed pellets (plugs), as described above.

o Jiffy Rehydration and Expansion Stage:

— After placing the pellets in the +trays, they must be
positioned with their bottom (base) in contact with a shallow
layer of pure water at room temperature so that the pellets in
the trays are not covered (or float) in the water, until full

expansion, before planting the microcuttings.

— Rehydration of the pellets 1is accomplished only by

capillarity and not by their submersion in water. It is important

e
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to note that the base of the pellets should be kept in contact
with the layer of water until they are fully expanded. If the
water level is reduced (due to absorption by the pellets), it
must be replaced. There must be no concern with regard to excess

water. This operation takes only a few minutes.

— If one wishes to speed up the expansion process, one can

make use of water heated to about 45°C. In this case, it 1is
essential to perform the pellet expansion a few minutes early, so
that their temperature approaches room temperature before being

taken to receive the microcuttings during planting.

By way of non-limiting example, some information is provided
about the techniques available to perform the planting of the

micropiles produced in the bioreactor.

Technical Specifications

of Plugs and Trays

bicdegradable corn starch resin)

(PLA Net

Product

Obijective

Jiffy-7 Care Free Horticulture Peat Plug,
30 x 100 mm, 6 mm indent, PLA net

Flanting of microcuttings to produce seedlings
for field planting

Jiffy-7 Care Free Horticulture Peat Plug,
30 x 80 mm, 6 mm indent, PLA net

Fianting of microcuttings to produce seedlings
for field planting

Jiffy-7 Forestry Peat Pellet, 18 x 25 mm,
9 mm indent, PLA net

Direct planting of the microcutting in mini-plug
to produce seedlings for planting in clonal
garden

Jiffy-7 Forestry Peat Pellet, 18 x 32 mm,
9 mm indent, PLA net

Direct planting of the microcutting in mini-plug
to produce seedlings for planting in clonal
garden

Jiffy-7 Horticulture Peat Pellet, 36 x 75
mm, TP 40 mm, PLA net

Transplanting of rooted seedling in the 18x25
mini-plug to the 36x75 plug and field planting

Jiffy-7 Horticulture Peat Pellet, 36 x
75 mm, TP 25 mm, PLA net

Transplanting of rooted seedling in the
18x25 mini-plug to the 36x75 piug and
field planting

47
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New Mini-18 mm thermo form tray | Trays for supporting the mini-plugs and

para J7 pellet 18x32; tray size 33 x 45 | seedling growth.
x4 cm

¢ Spacing Management of Seedling Trays:

Type of Production Duration Density Capacity Capacity
Tubete Phase (days) | (cm?/shoot) | (qty!tray) (% / tray)
Jiffy Rooting 10 20 117 100
30x100mm  |Acclimatization |10 39 59 50
Growth 15 96 24 20
Harding 15 96 24 20
Jiffy Rocting 10 23 64 100
36x100mm  [Acclimatization |10 45 32 50
Growth 15 90 16 20
Hardening 15 90 16 20

¢ Jrrigation management:

— The application of the depth of irrigation water should
be adjusted to achieve the field capacity of each substrate,
especially at the stage of rooting (CV}) and Acclimation {CA),

where the Ellepot and Jiffy must not be saturated with water.

—_ In the greenhouse, irrigation management should produce
an irrigation interval of short duration and intervals between
irrigations, for example, 6 seconds duration every 10-15
minutes between irrigations, to increase the level of relative

humidity without irrigation of the substrate occurring.
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— In acclimatization, irrigation management should allow
complete wetting of the substrate of the Ellepot and Jiffy,
without causing excess and saturation of the same. The
shading, for example, of the shading screen type, must remain
extended only during the hottest hours of the day, for

example, from llam to 2pm.

— To the contrary, in the Stages of Growth (PC) and
Rustification (PR), the Ellepot and Jiffy should be almost
saturated, due to the need for the greater depth of water to

compensate for evaporation losses from the container, root

uptake and leaf transpiration.

— Additionally, in the growth and rustification terrace,
irrigation of the Ellepot and Jiffy is recommended with an

irrigation rod or shower head for uniform wetting of the

entire substrate,
* Monitoring of Substrate Humidity:

— During the process of rooting and seedling growth in the
Ellepot and Jiffy container, it is necessary to monitor the
moisture content of the substrate in order to recommend the
irrigation shift (duration and interval)} so thgt substrate

moisture remains within the ideal range of field capacity.

— These instant, real-time measurements of substrate
moisture must be performed using a portable moisture meter +
conductivity + temperature, for example, the Delta-~T brand,
model WET Sensor. This equipment must be calibrated in the

laboratory for the substrate being used in the test.
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— The humidity sensor must be inserted in at least two
positions (depths) within the Ellepot and Jiffy, because only
the tip of the sensor is able to accurately record the values
in the rhizosphere region. In the CV, this position should be
shallow (2-3 cm), in the CA this position should be median (3-
6 cm) and in the PC position it should be at the bottom (7-9

cm) .

— Between one measurement and the other it is necessary
to wait for a period of time (10-15 seconds) for sensor
stabilization in the moist substrate. In the same Ellepot or
Jiffy, the 1st measurement must be processed at a point of

lower humidity, and the 2nd measurement at a point of higher

humidity.

— We recommend the following ranges of moisture for the

substrate used in the test, measured with the wet sensor, as

shown below:

Substrate Humidity . Humidity Ohservation
Humidity Mecprec Ellepot and Jiffy
(%, viv) (%, viv)

Saturated > 40 % <50 % High excess water
Semi-saturated [21t040% 40 to 50 % Moderate excess water
Adequate 161020 % 25t0 39 % Ideal moisture condition
Semi-dry 10t015 % 15t0 24 % Moderate water deficiency
Dry <10 % <15% High water deficiency

EXAMPLES
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Example 1 - Obtaining eucalyptus clonal seedlings

The process of the invention, applied to obtain eucalyptus
clonal seedlings 1in a bioreactor by temporary immersion

technique, comprises the following steps:

Step 1 - Plant material remains at rest during the interval
between immersion of the plant in culture media and gas exchange
of the atmosphere of the internal compartment of the bioreactor.
The medium is stored in the outer container ({lower) and the
explants in the inner compartment {above). The active
photosynthetic radiation bioreactor is made of tubular fixtures

with LED lamps in blue, red and white colors.

Step 2 - The solenoid valve is activated by a timer in a range of
pre-set time and duratiocn. This allows entry of compressed air
into the outer container, increasing pressure in the outer
compartment (lower), causing the liquid culture medium to be
transferred to the inner chamber (upper) of the plants, via the
connection channels between the containers, and comes into
contact with the base of the cultures. The management of
temporary immersion varies with the type of eucalyptus clone and
also with the stage of the culture. In the multiplication phase
of shoots, 2-3 hours between temporary immersions and immersions
lasting between 1-2 minutes are used. At the stage of shoot
elongation, 4-5 hours between temporary immersions and immersions

lasting between 20-30 seconds are used.

Step 3 - After the immersion period, the solenoid valve is turned
off and the medium returns into the outer housing through the
drains by gravity. At this stage, the exchange with the injection

of compressed air into the inner container where the plant

5i
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material is allocated occurs. This gas exchange (air and carbon

dioxide) is actuated by a solenoid valve controlled by a timer.

Step 4 - The gas exchange occurs with the injection of specific
concentrations of CO2 in the inner container at a flow rate of
1.3 liters per minute, with a flow of 500 micromole C0Z2 per
second, in the concentration of 800-1000 micromole COZ2 per mole
of air, where the plant material is grown, to increase the
photosynthetic and productive capacity of the crops. This gas

exchange 1is also driven by a timer-controlled solencid valve.

PAR Radiation - throughout the production cycle we use
photosynthetically active radiation (PAR), which corresponds to
the range from 400 to 700 nm for the growth and development of
the crop. In this case, electric lamps with light emitting diodes
(LED) are used instead of the traditional £fluorescent lamps
employed in biofactories. The plants mainly absorb spectra in the
red range (600-700 nm) and in the blue (400-500 nm), therefore,
the management of illumination is controlled to provide a ratio
of 3/1 {(red/blue) to 2/1 {(red/blue), respectively for
multiplication and elongation. The intensity of PAR also varies
according to the physiological stage of the culture. Typically,
in the multiplication phase 20-30 pmol/m2/s is used, and in the

elongation phase 40-60 pmol/m2/s is used.

All publications and patent applications mentioned in this
specification are indicative of the level of those skilled in the
art to which the present utility model refers. All publications
and patent applications are incorporated herein by reference to

the same extent as if each individual publication or patent
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application were each specifically and individually indicated to

be incorporated for ease of reference.

While certain embodiments have been described, they are only
shown in an exemplary way, with no intention to limit the scope
of the present utility model. The accompanying claims and their
equivalents in this description are considered to cover such
forms or modifications as they may be within the scope and spirit

of the present utility model.
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ABSTRACTOF THE PATENT INVENTION

"PROCESS FOR IN VITRCO MICROPROPAGATION OF PLANT MATERIAL AND
PROCESS FOR PRODUCTION, IN LARGE-SCALE AND HIGH VOLUME, OF CLONAL

SEEDLINGS OF PLANTS READY FOR FIELD DEVELOPMENT"

The present invention relates to a process for in vitro

micropropagation of plant material comprising the steps of

multiplication and elongation of shoots developed from plant

propagules. The invention further comprises a process for the
production of clonal seedlings plants on a large-scale ready for
field development as replacements of traditional clonal gardens

by ‘in vitro’ biofactories.

549
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CLAIMS

1. Process for 1in vitro micropropagation of plant material
comprising the steps of multiplication and elongation of shoots
developed from plant'seedlings by the temporary immersion method,

comprising:

(a) In the step of multiplication of the shoots, the
material to be propagated is spread on a suitable support in
a first container (vegetative propagation container) and is
subjected to management of temporary immersion in a liquid
nutrient medium, from a second container (storage container
of liquid medium), said management comprising alternated

periods of immersion and rest;

(b) In the step of shoots elongation, the propagation
material is subjected to management of temporary immersion,
preferably employing the same nutrient medium of step (a),
said management comprising of alternated ©periods of
immersion and rest, wherein said method in said step (b)
(elongation), said immersion periods are significantly
shorter and said rest periods are longer compared with the
periods of immersion and rest, respectively, in step (a) (of

multiplication).

2. Process according to claim 1, wherein said plant material is

an arboreal plant.

3. Process according to claim 2, wherein said arboreal plant is a

species of eucalyptus.

4. Process according to claim 1, wherein in step (a), said period
of immersion is at least 1 minute and said period of rest is at

least 2 hours.

5. Process according to claim 4, wherein said immersion period is

a maximum of 3 minutes and said rest period is at most 4 hours.
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6. Process according to any one of claims 4 or 5, wherein said
immersion period is from 1 to 2 minutes and said rest period is

from 2 to 3 hours.

7. Process according to claim 1, wherein in step (b), said
immersion period is at least 20 seconds and said rest period is

at least 4 hours.

8. Process according to claim 7, wherein said immersion period is

a maximum of 60 seconds and said rest period is at most 6 hours

9. Process according to any one of claims 7 or 8, wherein said
immersion period is 20 to 30 seconds and said rest period is 4 to

5 hours.

10. Process according to «c¢laim 1, wherein the in vitro
micropropagation of the plant material 1s performed in a

bicreactor of the BIT type.

11. Process for the production, on a large scale and high volume,
of c¢lonal plant seedlings ready for field development, said
method comprises the steps of: (1) performing vegetative
propagation of plant material by the process as defined in claims
1 to 10; (ii) allows the rooting and acclimatization of the
elongated shoots obtained in step (i) in containers suitable for
conditions to maintain plant turgor and reduce evaporative
demand; and (iii) enable the growth and acclimatization of the
microcuttings obtained in step (ii) until the size of the clonal

seedlings is appropriate for transfer to the field.

12. Process according to claim 11, wherein the step (ii) 1is
carried out in a humid environment, in which the water wvapor
droplets are so small as to remain suspended in the air until

evapcrated, while at the same time avoiding leaf wetness.
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Publicado:
—  com relatdrio de pesquisa infernacional {Art. 21{3)}

A presenic invengdo se refere a2 um processo para mictopropagaciio int vitre de material de planta compreendendo as etapas de
multiplicagéo e alongamento dos brotos desenvolvidos a partir de propagulos de planta. A invengdo compreende, ainda, um
processo para a produgfo de mudas clonais de plantas cm larga escala prontas para o desenvolvimento cm campo, como
substitui¢do dos jarding clonais tradicionais por biofibricas 'in vitrg'.
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Relatéric Descritivo da Patente de Invengdo
“PROCESSO PARA MICROPROPAGAGAO IN VITRO DE MATERIAL DE
PLANTA E PROCESSO PARA A PRODUGAO, EM LARGA ESCALA E ALTO

VOLUME, DE MUDAS CLONAIS DE PLANTAS PRONTAS PARA O

DESENVOLVIMENTO EM CAMPO”

CAMPO DA INVENCAQ

A preseﬁte invengdo se refere a um processo de
produgao de mudas clonais de espécies arbéreas,
especialmente eucalipto, em larga escala e alto volume,
segundo o qual a etapa de propagagdo vegetativa, realizada
in vitre, ocorre em condigdes tais que ¢é maximizada a
obtengdo de microestacas, sadias e vigorosas da espécie
arbdérea enquanto é minimizada a taxa de hiper-hidricidade

na fase de micropropagacdo em regime de imersdc temporaria.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

A micfopropagqgéc consiste em uma técnica de cultura
de tebidos vegefais.que‘é utilizada como base para formacgdo
de Mudas, sendo . um método préticb, rapido e seguro de
propagacac massal de 'plantas- em  espago reduzido.
Convencionalmente, = a micropropagagdo ¢ realizada via
sistema semisséiido, normalmenté_ em meio gelificante com
agar. Contudo, esta ainda‘é:uma pratica onerosa,.abrindo
espaco para.o uso de équipamentos e novas tecnoiogias, que
auxiliam na prodﬁgéq de - plantéé em largé ' escala
opéracional, com redugdc dos altos custos de mdo de.obra,'

em equipamentos chamados biorreatores.
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Os biorreatores sdo eguipamentos para o cultivo de

propagulos em regime de imersdo tempordria ou permanente

para obtengao de plantas. O biorreator consiste em um

conjunto de  recipientes contendo com?artimentos e
acessérios para manejo O6timo dos principais fatores de
¢rescimento visando maxihizar as reagodes biolégicas. Por
meio destes equipamentos & possivel dbter maiores taxas de
multiplicacdo da cultura pelo usc de ﬁeio nutriente
liquido, 1inje¢do e trocas de gases, por éxemplo, de ar
enriquecido com gas carbdnico, dentro do reéipiente, assim
como de melhor controle fisiolégico das; condigbes de
cultivo e automatizagdo do proceséo. Varios sio os modelos
de biorreatores, podgndc variar em func¢ao @os recipientes
de cultivo e do meio de cultura, do tipo de imersdo
(tempordria ou permanente) e de sua funéiénalidade. Os
sistemas de imersdo femporaria que sdo méig conhecidos no

Brasil sdo RITA®  (recipiente de imersio temporaria

automatizada - por exemplo, o éempregadc no CIRAD-Francga) e’

BIT® (biorreator de imersio. temporaria —: por exemplo,

aquele c¢riado na Embrapa-Cenargen).

Devido ao potencial da técnica de micropropaﬁagao, ha
crescente interesse nessa tecnologia como demonstra o
estado da técnica. Por ekemplo, no documento WO 2012/061950
¢ descrito um método e biorreator paré mic#opropagagéo de
uma éspécie vegetal antartica, em quei o método &
caracterizado pela utiliza¢do de condicdes e:meio nutrienfe
apropriados para o desenvolvimento da dita éspécie'vegetal

e, adicionalmente, & empregado um protocolo de fornecimento

£3
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de radiagdo UV e controle de temperatura para a produgdo de

metabdélitos valiosos para emprege medicinal e cosmético.

No documento WO 2012/156440 é descrito um sistema de
imersdo temporaria e método de micropropagacdo de especies
vegetais caracterizados pelo provimento de condicgdes
adeguadas ao desenvolvimentoc do propagulo, tal como
i1luminagao, temperatura e regime de imersdo com intervalos
variando de 1 até 10 vezes ao dia e com tempo de imersdo de
1 a 2 minutos, ou de 3 a 4 minutos, dependendc da espécie
vegetal em desenvolvimento.

Watt (ver Watt, M.P. ™The status of temporary
immersion system (TIS) technology for plant
micropropagation”, African Journal of Biotechnology, Vo.
11(76), pp. 14025-14035, 20/09/2012} fez uma retrospectiva
das técnicas de micropropagagdo de plantas, particularmente
com relagcdo as propostas para reduzir a hiper-~-hidricidade,
mencicnande come principais fatores, o© encurtamento do
tempo de imersdoc e o aumento do periodo de descanso (tempo

entre duas imersdes sucessivas).

Gonzalez {(ver Gonzalez, R. e colaboradores.
“Multiplicacién in vitro de Eucalyptus globulus mediante
sistema de immersién temporal”. Bosque 32(2): 147-154,
2011) relata os fatores que afetam o estagio de
miltiplicagdo in vitro de Fucalyptus globulus por imersio
temporaria e conclui que a taxa de multiplicacdo de
microestacas dessa espécie arbdrea aumenta
significativamente quando se emprega um tempo de imersio de
1-2 minutos e uma frequéncia de imersao

descanso) de 12 horas.

(pericds de

Esses autores tambem concluiram que

ch
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a hiper-hidricidade aumenta com a concentragao de

macronutrientes & sacarose.

Oliveira {ver Oliveira M.L. de, “Micropropagagdo de
clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla em biorreatores
de imersdc temporéria”. Dissertacdo de Tese de Mestrado.
Universidade Federal de Vigosa. 2011) relata o estudo de
micropropagacdo in vitro de duas espécies de eucalipto,
concluindo que ha ocorréncia de elevado percentual de
hiper-~hidricidade no desenvolvimento dos propagulos quando
¢ empregada a técnica de imersdo temporaria. A autora
também conclui que “hé necessidade de ajuste no manejo da
cultura nas fases de mnmultiplicagdo e alongamento para a
obtencdo de brotos com maior vigor, aptoé a enraizar eﬁ
condigdes ex vitro para tornar tal.técnica vidvel em larga

escala”.

0 estado da técnica acima mencionado mostra gue apesar
de ter havido grande évango na técnica de micropropagacéo'
in vitro de plantas, ainda resta resolver o problema da
hiper;hidricidade e, ao mesme tempo, empregar condigées
adequadas & obtengdo de mudas c¢lonais de plantas, em
particular de espécies arbdreas e mais particularmente da
espécie eucalipto, para possibilitar a producdo de ditas
mudas clonaié em larga escala e grande volume e alcangar a

produgdo comercial de mudas sadias e vicgosas.

SUMARIO DA INVENCAQ

A presente invengdc refere-se a obtengdo de mudas
clonais de plantas, em particular de espécies arbdreas, e

particularmente espécies de eucalipto, empregando a técmnica
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de micropropagagdo in vitro de material vegetal, incluindo
as etapas de multiplicacdo, alongamento, enraizamento,
aclimatizacdo, crescimento e aclimatacido das mudas prontas

para comercializagao.

Em uma primeira concretizagdo, a presente invencdo diz
respeito a um processo para micropropagagao in vitro de
material de planta, especialmente de planta arbérea,
particularmente de uma espécie de eucalipto, compreendendo
as etapas de nmultiplicagdc e alongamento dos brotos
desenvolvidos a partir de propagulos de planta pelo metodo
de imersdo temporaria, sendo que: {a) na etapa de
nultiplicacdo dos brotos, o material a ser propagado é
colocado sobre suporte adeguado em um primeiro recipiente
irecipiente de propagagdo vegetativa) e & submetido a
manejo de imersdo temporaria em meio nutriente liquido,
proveniente de um segunde recipiente (recipiente de
armazenamento do meio liquido), dito manejo compreendendo
periodos alternados de imers3o e de descanso, © periodo de
imersac sendo preferivelmente por pelo menos 1 minuto,
preferivelmente por no maximo 3 minutos, mais
preferivelmente por 1 a 2 minutos, e o periodo de descanso
sendo preferivelmente por pelo menocs 2 horas,
preferivelmente por no méximo 4 horas, mais preferivelmente
por 2 a 3 horas; (b) na etapa de alongamento dos brotos, ©
material em propagagio ¢ submetido a manejo de imersao
temporérié, preferivelmente empregando o© mesmo meio
nutriente da etapa (a), dito manejo compreendendo periodos
alternados de imersdo e de descanso, o periodo de imersio

sendo preferivelmente por peloc menos 20 segundos,
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preferivelmente por no maximo 60 segundos, mais
preferivelmente por 20 a 30 segundos, e © periodo de
descanso sendo preferivelmente por pelo menos 4 horas,
preferivelmente por no maximo 6 horas, mais preferivelmente
por 4 a 5 horas; dito processo sendo caracterizado pelo
fato de que, na dita etapa de alongamento, os ditos
periodos de imersdoc sdo significativamente mais curtos e os
ditos periodos de descanso sdo mais longos em comparagdo
com ©s periodos de imerséo e de descanso, respectivamente,

na etapa de mulfiplicagéo.

Em uma segunda concretizag¢do, a invengdoc diz respeito
a um processo para a producdo de mudas clonais de plantas
prontas para o desenvolvimento em campo compreendendo as
etapas de: (i} submeter propagulos de planta a condig¢des de
propagacido vegetativa in vitro por imersdo temporaria
compreendendo os estigios de: (a) multiplicagdo dos brotos
em gue o material a ser propagado & colocado sobre suporte
adequade em um primeiro recipiente (recipiente de
micropropaga¢do) e submeter o dito material a manejo de
imersdo temporiria em meio nutriente liquido, proveniente

de um segundo recipiente (recipiente de armazenamento do

meio liguido), dito manejo compreendendo periodos

‘alternados de imersd3c e de descanso, © periodo de imersdo

sendo preferivelmente - por pelo menos 1 minuto,
preferivelmente por no maximo 3 minutos, mais
preferivelmente por 1 a 2 minutos, e o periodo de descanso
sendo preferivelmente ‘por pelo menos 2 horas,
preferivelmente por no maximo 4 horas, mais preferivelmente

por 2 a 3 horas; (b} alongamento dos brotcs em que O

.
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material em propagagdo €& submetido a manejo de imersado
temporéaria, preferivelmente empregando o© mesmo meio
nutriente do estagio (a), dito manejo compreendendo
periodos alternados de imers@o e de descanso, ¢ periodo de
imersdo sendo preferivelmente por pelo menos 20 segundos,
preferivelmente por no maximo 60 éegundos, mais
preferivelmente por 20 a 30 segundos, e o periodoe de
descanso sendo preferivelmente por pelo menos 4 horas,
preferivelmente por no mé&ximo 6 horas, mais preferivelmente
per 4 a 5 horas; (ii) enraizamento e aclimatizacdo das
mulﬁibrotaqées obtidas na etapa (i) em. recipientes e
condigdes apropriadas para manter o turgor vegetal e
diminuir a demanda evaporativa; e (iii) crescimento e

aclimatacdo das microestacas obtidas na etapa (ii).

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 ilustra o processo da presente invencdo
mostrando o© material micropropagado/microestacas em cada

etapa.

A Figura 2 mostra a etapa de micropropagacgdo in vitro

em regime de imersdo tempordria em meio nutriente liquido.

A Figura 3 mostra as etapas de desenvolvimento de
mudas clonais em larga escala e alto volume, desde a

selecdo do clone adequado até a introducdo no mercado.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAQ

O sistema de produgdo de microestacas clonais de
espécies arbdreas, por exemplo, eucalipto, em alta escala e

alta produtividade em biorreatores de imersdo tempordria

6%
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tem como principal objetivo a substituiglo gradativa dos
tradicionais jardins <clonais dos viveiros florestais
operacionais por biofdbricas de plantas, visande a produgdo
industrial de microestacas, para subsequente enraizamento e

aclimatizacdo em casas de vegetag¢do especificas (estufins).

Em biorreatores & possivel a obtengdo de maiores taxas
de multiplicacdo e crescimento da cultura pelo uso continuo
de meio_nutriente liquido, suplementado com injecdo de ar e
enriquecimento com gés carbdnico e radiagédo
fotossinteticamente ativa com lémpadas de diodos-leds
dentro do recipiente das plantas. Desta forma, ¢ manejo de
producio de brotos e fitomassa. € otimizado ao méximo via

manipulagdo automatizada dos principais fatores de

crescimento, permitinde melhor controle fisiolégico das

condicdes de cultivo.

. 0 que tem -sido buscado nesta técnica é a minimizaééo
da hiper-hidricidade, que causa distirbicos e degeneracgdes
as mudas clonais obtidas pelo método de imerééo temporaria
e, ao mesmo tempo, mantendo as.vantagens desta técnica em
termos de custos de producdo e de saude/vigor das mudas
produzidas. Esse desdfio foi enfrentado pelos inventores
desta invengdc que criaram um método no qual os periodos

alternados de imersdo e de descanso do material em

- propagacdc vegetativa sdo diferenciados nos estagios de

multiplicagdo e de alongamento dos brﬁtos. Esse
procedimento tornou possivel minimizar a hiper-hidricidade
e maximizar a produgdoc de mudas clonais de plantas,.
particularmente | de espécies arbéreas, e mais

preferencialmente de espécies de eucalipto. Na Figura 1,

@
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esses dois estagios sdo representados como atividades
realizadas no laboratério, sendo que a micropropagagao, ou
seja, a etapa incluindo os estdgios de multiplicagao e

alongamento, em geral, leva um tempo de cerca 45 dias.

O processo da presente invengdo foi customizado para
atender as demandas fisioldégicas para a propagagao
vegetativa de espécies arbdéreas, especialmente o eucalipto,
permitindo o desenvolvimento intensivo e de precisdo de
plantas, diferenciado para resultar em melhor padrdo de
qualidade, uniformidade e vigor de brotos produzidos,
proporcionande maior . enraizamento de microestacas e
subsequente melhor aclimatiza¢do e precocidade de produgdo

de mudas clonais para usoc industrial em larga-escala.

0 processo da presente invengdo ﬁossibilita obter
produtividade no minimoc 30 vezes superior ao éistema
tradicional de produgdc de mudas dos viveiros comerciais,
além de proporcionar redugdo em 33% no tempo do ciclo de
producdo de uma muda clonal. Adicionalmente, a implantagéao
operacional do processo da inveng3o em viveiros permite
redugdo de mio de obra e redug¢do no custo de construcédo

civil dos jardins clonais.

0 processo da invenc¢do permite resolver, entre outros,

os seguintes problemas:
~— Produgdo de mudas clonais em larga escala e alto volume,
com uniformidade e qualidade, para méximabefiéiéncia e
produtividade da propagag¢doc vegetativa de plantas
arbéreas, por exempla, eucalipto, com ciclos de produgao

e custos operacionais mais reduzidos.

Y
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— Reducédo de disturbios e ahomalias fisioclégicas

relacionadas a hiper-hidricidade dos explantes, fendmeno
comumente conhecido como vitrificagdo das plantas. O
manejo de trocas gasosas ¢é um dos diferenciais do
processo da invengdo, que preferencialmente é realizado
em biorreator do tipo BIT, mas que pode §er realizado em
outro tipo de biorreator, tal como é_ RITA, e que

praticamente elimina esteés problemas biclégicos.

Reducdo do custo de produgao de mudas clohais de

eucalipto associado & redugdo da mido de obra envolvida
eﬁ jardins clonais no processo operacionsdl.

Uniformizagdo do padrdo de qualidade fisioldgica das
plantas matrizes e .de microestacas na propagagao
vegetativa, realizada em bilorreator. de imersdo
tempordria, contrasta com a falta de uniformidade das
plantas e miniestacas obtidas em plantas, cultivadas nos
jardins clonais, onde as condi¢des ambientais ndc sdo
uniformes. 1

Dificuldades de propagacdoc vegetativa de -espécies e
clones de espécies arbdreas, incluindo eucalipto,
recalgitrantes s@8o  contornados com a  propagagao
vegetativé in vitro em -biorreatores, permitindo a
utilizacdo de clones novos e mais produtivos que nao
seriam produzidos pelas vias convencionais.

Limpeza clonal, por meio da obtengdo de plantas matrizes
e culturas livres de microrganismos fitopatogénicos e,
tampem, culturas de alta fidelidade genética de unico

clone sem misturas de outros clones.

M
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— Aceleragdo dos programas de melhoramento pela
multiplicacdo de clones superiores, visando produzir
mudas em menor tempo e maior quantidade em espago
reduzido, além do rejuvenescimento de clones e matrizes

sejecionados.

E importante observar que é utilizacido dos brotos {ou
produtos da micropropagagao) obtidos de acorde com ©
processo da invencgdo, para plantio direto em recipientes
especificos (que podem ser tubetes, plugs, bandejas de
isopor ou outro tipo)}, substitui o fornecimento, ao
mercado, de brotos dos conhecidos jardins c¢lonais {ou mini-
jardins clonais ou micro-jardins clonais}. Este € um grande
diferencial da técnica de micropropagagdo empregada no
processo da presente invengao e que faz com a produgdo de
eucaliptos apresente um rendimento em termos de quaﬁtidade
e gqualidade incomparavel com a técnica utilizada noé

jardins clonais.

Descricdo dos Meios Nutritivos para Cultura em Biorreator

de Acordo com a Invengdo

Durante todo ¢ processo de crescimento e
desenvolvimento das plantas no biorreator, podem ser
utilizados dois meios basicos de cultura, conforme quadro a
seguir. Estes meios sdo modificados quimicamente de acordo
com a presente invencdoc para atender clones especificos,
conforme a necessidade e fase fisioldgica da cultura. Os
meios séo suplementados com fitorreguladores do

crescimento, visando promover a multiplicagdo de gemas,

1
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alongamento dos brotos e pré-indugdo do enraizamento ex

vitro das microestacas.

Os tipos de concentragdes dos fitoreguladores, assim
como seu manejo de utilizagdo no processo do biorreator sao
0s aqueles comumente empregados na técnica,. com a devida
adaptagéo para o cultivo da espécie que se deseja propagar,
incluindo preferencialmente a espécie arbérea e mais

preferencialmente o eucalipto.

Quadro 1: Meio nutriente liquide do tipo JADS (ver Correia,
D. 1993. “Crescimento e desenvolvimento de gemas na
multiplicagao de Eucalyptus in vitro em meio de cultura liquido
e sdlido”. Dissertagdc de Mestrado em Ciéncias Florestais,
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Piracicaba)

JADS
Tipo Reagente Formulagao | Concentragiao (mgiL)

Nitrato de aménio NH,NO, 1650
Nitrato de potassio KNO, 869
Fosfato de potassio monobasico KH.PO, 408
Suifato de magnésic heptahidratado MaS0Q,.7H,0 739.6 -
Nitrato de célcio tetrahidratado Ca({NG;),.4H,0 1181
Sulfato ferroso heptahidratado FeS80,;7H,0 55,6

Inorganicos | EDTA dissodico NAEDTA ' 74,6

' Sulfato de manganés hidratado MnSO,.H,0 17

Sulfato de zinco heptahidratado Zn80,4.7H,0 : 4,32
Molibdato dihidratado Na,MoQ4.2H,0 0,15
Sulfato caprico pentahidratado Cu80,.5H,0 1,25
Cloreto de cobalto hexahidratado CoCh.6H,0 0,25
Acida borico HaBO, 3,1
Acido nicotinico ' 0,5
Pirodoxina 0,5
Tiamina _ 5
Meso Inositol

Organicos I amina :gg
Arginina 7
Cisteina 5
Pantotenato de Calcio 2,4

13
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Quadro 2: Meio nutriente liquido do tipo MS ({ver Murashige,
T. & Skoog, F. 1962. A revised médium for rapid growth and
bioassay with tabacco tissue cultures. Physiologia Plantarum

15:473-497 -

MSs
Tipo Reagente Formulagdo Concentragdo (mg_j ]
Nitrato de amonio NH,NO; 1650
Nitrato de potassio KNO, A 1900
Fosfato de potdssio monobasico KH, PO, 170
Acido bérico H3BO, 6,2
Molibdato dihidratado Na,Mo0Q, . 2H,;0 . 0,25
Cloreto de Célcio dihidratado CaCl, . 2H,0 440
Inorganicos | Cloreto de cobalto hexahidratado CoCl;.6H,0 0,025
Sulfato de magnésio heptahidratado MgS0; . 7H;0 370
Sulfato de manganés hidratado MnSQ; . H,0 16,9
Sulfato de zinco heptahidratado ZnSCq . 7TH0 8,6
Sulfato ctiprico pentahidratado Cu50, . 5H,0 0,025
Sulfate ferroso heptahidratado - Fe$0,.7H,0 27,85
EDTA dissodico Na,EDTA2H,O . 37,3
Myo Inosital 100
Thiamina HCl 10
Organicos | Acido Nicotinico 0.5
Piridoxina HCI 0.5
L-Glutamina 100

Plantio de Microestacas em Plugs Biodegraddveis

Como mostrado na Figura 1, os brotos alongadds sdo
transferidos do laboratério par;a um ambiente controlado,
conhecido pela denominagdo de  Estufim, onde serdo
realizados os estagios de Enraizamento e Aclimatizagdo.
Para 1isso, os brotos s&o separados e os' individuos sdo
colocados, cada um, em recipiente contendo meio sélido,
sendo esses recipientes colocados em  bandejas ou
prateleiras. Sdo diversos o0s tipos de recipientes
especificos para o enraizamento de mudas clonais podendo

ser citados os tipos abaixo.



10

15

20

25

WO 2015/061871 PCT/BR2014/000391
14

Recipientes e Béndejas de Plantio:

Ellepot EP: Tubete degradavel produzido pela empresa
| dinamarquesa Ellegaard®, compreendendo: memﬁrana branca
de celulose ou poliéster e furos, tendo forma
cilindrica; Capacidades: 85 cm® e 110 cm®; Dimensdes:

30 x 100 mm e 40 x 100 mm.

Jiffy Pellet: Tubete biodegradavel produzido pela empresa
. norueguesa Jiffy®, compreendendo pastilha expansivel
com fibra de coco e turfa de sphagnum, de forma
cilindrica; Capacidades 85 cm® e 100 cm®; Dimensdes: 30

¥ 100 mm e 36 x 100 mm.

Pastilhas Expansiveis tipo Care-Free® Peat Pellet:
Dimensdes: 30x100 e 36x100, de uma combinagdo de Turfa
de Sphagnum desidratada e prensada, Perlita e Aditivos
Minerais, revestidos por uma membrana permeavel e
Biodegfadével de PLA, produzidos pela filial canadense
da empresa norueguesa Jiffy®.

Bandeja Air-Tray®ll7: destinada a servir de suporte dos

Jiffy—Pellets CareFree® 30x100 mm, com 380 x 590 mm
(2.301 cm?), com 117 células, e com Area média de 19,6
cm’/célula, para a Dbandeja com 100% de ocupagao
(Etratamento T-1).

Bandeja Air-Tray®64: destinada a servir de suporte dos

Jiffy-Pellets CareFree® 36x100 mm, com 380 x 380 mm
(1.444 cm®), com 64 células, e com drea média de 22,5
em’/célula, para a bandeja com 100% de ocupacdo

{tratamento T-2).

Apds a devida alocagdo dos pellets nas bandejas, éstas

devem ser colocadas com sua parte inferior (base} em
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contato com uma lamina rasa de agua pura, de modo a que os
pellets dentro das bandejas nao sejam encobertos (ou
fiutuem) na &gua. Este ¢é o processo de expansdo dos
pellets, gue neste caso se “reidratam” por éapilaridade. £
importante ressaltar gque a base dos pellets deve ser
mantida em contato com esta lamina de aqua, até total
expansdo dos mesmos; Caso a lamina de Agua se reduza
(devido & absorgdo pelos pellets), ela deve ser reposta.
N3o deve haver . preocupa¢do com V“excesso de agua”. Esta
operacao dura poucos minutos. Caso se queira acelerar o
processo de expansdo, pode-se langar mio de &gua aquecida a
aproximadamente 45°C. WNeste caso, ¢é essencial efetuar a
expansdo dos pellets com alguns minutos de antecedéncia, de
modo que a sua temperatura se aproxime da temperatura
ambiente, antes de serem levados para receber as

microestacas.

Técnica de Aclimatizagdo de Plédntulas de Fucalipto

. Micropropagadas

Em geral, em uma populag¢do de plantas micropropagadas
de eucalipto, € provavel gque uma pequena subpopulag¢ao
apresente anormalidades anatomicas, morfoldgicas e
fisioldgicas, em fungdc de desequilibrios das condig¢des no
interior dos biorreatores e outros frascos na
micropropagagdao. Todas estas alteracdes associadas a
condi¢des nac adequadas para ©0s processos de enraizamento
das microestacas e subsequente aclimatizacao das plantulas,
cbnsequentemente, reduzem as taxas de sobrevivéncia e

qualidade das mudas.

16
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A aplicagdo de técnicas de aclimatizagdo visa
proporcionar'maior graduag¢do na tranéigao entre o ambiente
in vitro (biorreator) e o externoc (viveirq). Dentre estas
técnicas, destacam-se a utilizagdo dos sistemas de mist e
fog, que contribuem para manter o turgor vegétal e diminuir
a demanda evaporativa. O sombreamento auxilia na reducgao
dos elevados niveis de luminosidade do ambiente externo e,
também, contribui para reduzir a temperatura e o estresse

das plantas em aclimatizacédo.

Alternativamente, outros produtos e ambientes
protegidos s&c utilizados no plantic das microestacas
produzidas em biorreatores. Dentre os produtos, sdo
utilizados substratos estabilizados por polimeros para
plantio em recipientes biodegradéyeis de fibra de madeira,
fibra de coco e turfa de Sphégnum. Estes recipientes
funcioném COmo pastilhas prensadas e expansiveis quando

hidratadas.

Sistema de cultive com fog em estufim

Este sistema wutiliza é geragdo de uma névoa de
goticulas de agua extremamente pequenas, com didmetro igual
ou menor que 15 pm, que s&c nebulizadas dentro do ambiente
do estufim através de bicos especificos ou nebulizador
ultrassdénico, que gera um fog ultrafino (< 5 pm) e seco.
Estas goticulas sdo ta&o pegquenas que pefmanécem em
suspensdo no ar até evaporar, contribuindo para o aumento
da umidade e redugdo da temperatura e, ao mesmo tempo,
evitando o molhamento foliar. Estas goticulas de 4gua em

suspensdo sdo capazes de manter um finissimo filme de vapor

g
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d"agua em ambas as faces foliares, o gque mantém as mudas
tirgidas e com temperatura controlada.

O sistema de fog é utilizado em conjunto com a
estrutura de estufim, preferencialmente uma estrutura

desenvolvida  especificamente para © enraizamento e

aclimatizagdo do eucalipto. O estufim consiste da montagem.

de mini-estufa ou sobre-tuneis dentro de uma estufa normal,
mantidos suspensos em mesas rolic¢as. Durante ¢ crescimento
e desenvolvimentc das mudas no estufim, ¢é wutilizado o
sistema de irrigagd3o de sub-superficie tfloating), que
propicia imersdes temporarias da base dos plugs
biodegradaveis em &gua ou solugdo nutritiva, visando suprir
os nutrientes para plantas sem molhamento da parte aérea

das mudas.

Técnica de Transplantio de  Microestacas em Plugs

Biodegraddveis

O sistema de plantio das microestacas produzidas no
biorreator em recipientes biodegradaveis consiste em
selecionar as microestacas de padrdo de qualidade
satisfatérias e inserir a base das microestacas em sacolas
ou pastilhas prensadas previamente hidratadas (plugs), como
acima descritas.

®» Estagio de Reidratacgdo e Expénséo do Jiffy:
— Apds colocaqéo das pastilhas nas bandejas, estas
deverdo ser posicionadas com sua parte inferior (base)

em contato com uma lamina rasa de 4&gua pura, a

temperatura ambiente, de modo gque os Pellets dentro

-das bandejas ndo sejam .encobertos {fou flutuem) na
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adgua, até sua total expansdo, antes do plantio das
microestacas.

— A reidratacdo das pastilhas €& feita apenas por
capilaridade e ndo por submersdo das mesmas na agua.
3 E importante ressaltar que a base dos Pellets deve ser
mantida em contato com a lamina de 4qua, até a total
expansdo dos mesmos. Caso a lamina de dgua se reduza
{devido absorgdo pelos Pellets), ela deve ser reposta.
Ndo deve haver preocupaGgdc COm €XCesso de'égua.‘ Esta

10 operagdo dura poucos minutos.
— Caso se queira acelerar o processo de expansao, pode-
" se lancar mio de &gua aquecida a aproximadamente 45°C.
Neste caso, é essencial efetuar a expansdo dos pellets
com alguns minutos de antecedéncia, de modo que sua
15 temperatura se aproxime da temperatura ambiente, antes
de sereh levados para receber as microestacas durante

o plantio.

A titulo de exemplo nao-limitativo, sdo fornecidas

algumas informa¢des sobre as técnicas disponiveis para

20 realizagdo do plantio das microestacas produzidas no
biorreator. |

¢ Especificag¢dées Técnicas dos Pluds e Bandejas (PLA Net

= resina biodegradivel de amido de milho)

Produto Objetivo

PLA net campo

liffy-7 Care Free Horticulture Peat | Plantio direto da microestaca para
Plug, 30 x 100 mm, 6 mm indent, | produgdo de mudas para plantio no

net campo

Jiffy-7 Care Free Horticulture Peat | Plantio direto da microestaca para
Plug, 30 x 80 mm, 6 mm indent, PLA | produ¢io de mudas para plantio no

Jiffy-7 Forestry Peat Pellet, 18 x 25 | Plantio direto da microestaca em mini-
mm, 9 mm indent, PLA net plug para produgdo de mudas para plantio

9
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em jardim clonal

Jiffy-7 Forestry Peat Pellet, 18 x 32
mm, $ mm indent, PLA net

Plantio direto da microestaca em mini-
plug para produgdo de mudas para plantio
em jardim clonal

Jiffy-7 Horticulture Peat Pellet, 36 x
75 mm, TP 40 mm, PLA net

Transplantio da muda enraizada no mini-
plug 18x25 para o plug 36x75 e plantio no
campo

Jiffy-7 Horticulture Peat Pellet, 36 x
75 mm, TP 25 mm, PLA net

Transplantio da muda enraizada no mini-
plug 18x25 para o plug 36x75 e plantio no
campo

New Mini-18 mm thermo form tray
para 17 pellet 18x32; tray size 33 x
45x4cm

Bandejas para suporte dos mini-plugs e
crescimento das mudas.

Manejo de Espagamento de Mudas nas Bandejas:

Tipode Fase da Duracdo Densidade Lotagdo Lotagdo
Tubete Producio (dias) | (cm®/muda) | (qtde / bandeja)| (% / bandeja)
Jiffy Enraizamento 10 20 117 100
30x100mm Aclimatagdo 10 39 59 50
Crescimento 15 96 24 20
Rustificacdo 15 9% 24 20
Jiffy Enraizamento 10 23 64 100
36x100mm Aclimatagdo 10 45 32 50
Crescimento i5 90 16 20
Rustificagdo 15 90 16 20

¢+ Manejo de Irrigacgdo:

A aplicagdo de lamina de &gua de ir’_rig'ac;éo devera

ser ajustada para atingir a capacidade de campo de

cada substrato,

Enraizamento (CV) e

principalmente,

nas fases de

Aclimatagdo (CA), onde o

Ellepot e Jiffy ndo devem ficar saturados de &dgua.
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Na casa de vegetagdo, o manejo da irrigacgdo deve
contemplar um turno de rega de curta duragdo e
intervaloé entre irrigagdes, por exemplo, 6
segqundos de duragdc a cada 10 a 15 minutos entre
irrigacgdes, visando aumentar o teor da umidade
relativa do ar sem gque ocorra a irrigagac do
substrato.

Na casa de aclimatacdo, o manejo da irrigagdo deve

permitir o completo umedecimento do substrato do

Ellepot e Jiffy, sem causar excesso e saturagdo dos
mesmos. O sombreamento, por exemplo, com tela do
tipo sombrite, deve permanecer estendido apenas nas
horas mais quentes do dia, por exemplo, das 11 as
14 horas.

Nas fases de Crescimento (PC) e Rustificacgdo (PR),
ao contrario, o Ellepot e o Jiffy devem ficar quase
que saturados, por haver necessidade de uma lamina
maior de agua para compensar perdas por evaporagao
a partir do recipiente, absorgdo radicular e
transpiragac foliar.

No patio de crescimento e rustificacao,
adicionalmente, recomenda-se fazer a irrigacgdo dos
Ellepot e Jiffy com barra de irrigacdo ou chuveiro

até o molhamento uniforme de todo o substrato.

. Monitoramento da Umidade do Substrato:

burante os processos de enraizamento e crescimento
das mudas no recipiente Ellepot e Jiffy, ha
necessidade de monitoramento do teor de umidade no

substrato, visando recomendar o turno de irrigagdo

ol
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(durag¢do e 1intervalos) para gque a umidade do
substrato permaneca dentro da faixa ideal de
capacidade de campo.

Estas medigdes instantlneas e em tempo real da
umidade do substrato devem ser realizadas por meio
do medidor ©portatil de umidade+condutividadet
temperatura, por exemplo, o de marca Delta-T,
modelo WET Sensor. Este equipamento deve ser
previamente calibrado no laboratdério para o
substrato que estd sendo utilizado no teste.

0 sensor de umidade deve ser inserido em pelo menos
duas posig¢des (profundidades) dentro do Ellepot e
Jiffy, pois apenas a ponta do sensor & capaz de
registrar os valores com precisdo na regiao da
rizosfera. Na CV, esta posigdo deve ser superficial
(2~3 cm), na CA esta posigdo deve ser mediana (3-6
cm) e no PC a posicdo deve ser final (7-9 cm).

Entre uma medicdc e outra € necessario aguardar um
periodo de  tempo (10~-15 segundos) para. a
estabilizacdo do sensor no substrato umido. Em um
mesmo Ellepot ou Jiffy, deve ser processada a 1°
medigdo em .um éonto de menor umidade, e a 2°
medicdo em um ponto delmaior umidade.

Recomendam-se as seguintes faixés de umidade para o
substrato utilizado no teste, medido com Sensor a

Umido, conforme quadro a seguir:
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Umidade substra!orUmidade Mecprec Umidaﬁe Ellepot e Jiffy Observagdo
(%, v/v) (%, v/v)
Saturado >40% <50 9% Excesso elevado dgua.
Semi-saturado  |21240% 40 a 50 % Excesso moderado 4gua.
Adequado 16320% 25a39% Condi¢do ideal umidade.
Semi-seco 10a15% 15a224% Deficiéncia moderada 4gua.
Seco <10% <15% Deficiéncia alta dgua.
EXEMPLOS

Exemplo 1 - Obteng¢ido de mudas clonais de eucalipto

O processo da invengdo, aplicado & obtengdo de mudas
clonais de eucalipto em biorreator pela técnica de imersédo
tempordaria, compreende as seguintes etapas:

Etapa 1 - 0 material vegetal permanece em repouso durante o
intervalo entre as imersdes da cultura vegetal no meio e
trocas gasosas da atmosfera do compartimento interno do
biorreator. O meio fica armazenado no reci-piente externo
{inferior) e 0s explantes no compartimento interno
(superior}. A radié.c;éo fotossintética ativa do biorreator é
feita por meio de luminérias tubulares com lédmpadas Led nas
cores azul, vermelha e branca.

Etapa 2 - A valvula solendide ¢é acionada por um
temporizador em intervalo de ftempo e du.ra(;éo pre-
estabelecidos. Isso permite a entrada de ar comprimidb no
recipiente externo, aumentando a presséio no’ compartimento
externo (inferior), fazendo com o meio de cultura liquido
seja transferido até o compartimento interno (superior) das
plantas, passando por canais de 1iga¢éo entre  os

recipientes, e que entre em contato com a base das culturas

B3
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vegetais. O manejo de imersio tempordria  varia conforme o
tipo de clone de eucalipto e também com a fase da cultura.
Na fase de multiplicacdo de brotos, utiliza-se 2-3 horas de
intervalo entre imersdes temporarias e imersdes com duragéo
entre 1-2 minutos. Na fase de alongamento de brotos,
utiliza-se 4-5 horas de intervalo entre imersdes
temporarias e imersdes com duragdo entre 20-30 segundos.
Etapa 3 - Apés o periodo de imersdo, a valvula solendide é
desativada e o meio retorna para o compartimento externo
através dos drenos, -pela forga da gravidade. Nesta etapa,
ocorre a troca com a injecdo de ar comprimido no recipiente
interno, onde o material vegetal fica alocado. Esta troca
gasosa (ar e gas carbénico) & acionada por uma valvula
solendide controlada por temporizador.

Etapa 4 - A troca gasosa acontece com ‘a injegdo de

concentracdes especificas de CO; no recipiente interno, com

vazdo de 1,3 litros por minuto, fluxo de 500 pmol CO: por

segundo, na concentragdo de 800 a 1.000 pmol CO; por mol de
ar, onde cresce ¢ material vegetal, visando aumeﬁtar a
capacidade fotossintética e produtiva das éulturas. Esta
troca gasosa também ¢ acionada por uma valvula solendide

controlada por temporizador.

Radiag#o RFA - Durante todo o ciclo de producio
utiliza~se a radiacgdo fotbssinteticamente ativa (RFA), que
corresponde ao intervale de _400 a 700 nm, para o
crescimento e desenvolvimento da cultura. Neste caso,
utiliza-se lumindrias elétricas com diodos emissores de luz

(LED), ao invés das tradicionais lampadas fluorescentes

plantas absorvem

pA
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principalmente os- espectros na faixa do vermelho {600-700
nm) .e do azul (400-500 nm), portanto, o manejo de
iluminacdo é controlado para fornecer uma relacdo de 3/1
{(vermelho/azul) a'2/1 {vermelho/azul), respectivamente para
multiplicagdo e alongamento; A intensidade de RFA também
varia - conforme o estagio fisioldgico da  cultura.
Normalmente, ﬁa fase de multiplicagdo wutiliza-se 20-30C

umol/m?/s e na fase de alongamento 40-60 umol/m?/s.

Todas as publicagdes e pedidos de patente mencionados
na presente descrigdo sio indicatiﬁos do 'nivel dagueles
especialistas na técnica ao qual o presente modelo de
utilidade se referé. Todas as publicagdes e pedidos de
patente s3o aqui incorporados a titulo de referéncia na
mesma extensio como se cada publicacdo individual ou cada
pedido de patente fosse especificamente e individualmente

indicado para ser incorporado a titulo de referéncia.

Apesar de certas concretizagdes terem sido descritas,
elas foram apresentadas como um modo exemplificativo
somente, e nao ha intengdo de limifar o escopo do presente
modelo de utilidade. As reivindicag¢des que acompanham esta
descricdo e suas equivalentes sdo consideradas como
cobrindo tais formas ou modificacfes na medida em que elas
podem estar dentro do escopo e espirito do presente modelo

de utilidade.
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REIVINDICAGAC

1. Processo para micropropaga¢ao in vitro de material de
planta compreendendo as etapas de multiplicagdoc e
alongamento dos brotos desenvolvidos a partir de propagulos
de planta pelo método de imersdc temporaria, sendo que:
{a) na etapa de multiplicacdo dos brotos, o material a
ser propagado é colocado sobre suporte adequado em um
primeiro recipiente (recipiente de propagagdo
vegetativa) e ¢é submetido a manejo de imersdo
temporaria em meio nutriente liquido, proveniente de um
sequndo recipiente (recipiente de armazenamento do meio
liquido), dito manejo compreendendo periqdos alternados
de imersdo e de descanso;
(b) na etapa de alongamento dos brotos, o material em
propagagdo é submetido a manejo de imersdo temporaria,
preferivelmente empregando © mesmo meio nutriente da
etapa {(a}, .dito manejo compreendendo periodos
alternados de imersdo e de descanso,
dito processo sendo caracterizado pelo fato de gue, na dita
etapa (b} (dg alongamento}, os ditos periodos de imerséo
sd0 significativamente mais curtos e os ditos periodos de
descanso ;éo mais longos em compara¢do com os periodos de
imersdo e de descanso, respectivamente, na etapa (a) (de

multiplicagdo).

2. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelc fato de que dité material de planta é de planta

arbérea.
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3. Processo de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado
pelo fato de que dita planta arbdrea é uma espécie de

eucalipto.

4. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que, na etapa (a), dito periocdo de imersao é
de pelo menos 1 minuto e ditc periodo de descanso é de pelo

menos 2 horas.

%. Processo de acordo com a reivindicac¢do 4, caracterizado

pelo fato de que dito periodo de imersdo ¢ de no maximo 3

minutos e dito periodo de descanso é de no mdximo 4 horas.

6. Processo de acordo com qualquer uma das relvindicagdes
4 ou 5, caracterizado pelc fatoc de que dito periode de
imersdo é de 1 a 2 minutos e dito periodo de descanso e de

2 a 3 horas.

7. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelc fato de que, na etapa (b}, dito periodo de imersdo &
de pelo menos 20 sequndos e dito periodo de descanso é de

pelo mencs 4 horas.

8. Processo de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado
pelo fatc de que dito periodo de imersdo é de no maximo 60

segundos e dito periode de descanso é de no mé&ximo 6 horas

9, Processo de acordo com qualquer uma das -reivindicagdes

7 ou 8, caracterizado pelo fato de que dito periodo de

imersdo é de 20 a 30 segundos e dito periodo de descanso &

de 4 a 5 horas.

10. Processo de acordo com a reivindicagido 1, caracterizado
pelo fato de que a micropropagagdo in vitro do material de

planta é realizado em biorreator do tipo BIT.

&1
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11. Processo para a produgdo, em larga escala e alto
volume, de mudas c¢lonais de plantas prontas para o
desenvolvimento em campo, dito processo sendo caracterizado
pelo fato de compreender as etapas de: (i) realizar a
propaga¢ao vegetativa de material de planta por processo
como definidoc nas reivindicagdes 1 a 10; (ii) permitir o
enraizamento e aclimatizacgdo dos brotos alongados obtidos
na etapa (i) em recipientes e condigdes apropriadas para
manter o turgor vegetal e diminuir a demanda evaporativa; e
(1ii)} possibilitar o© crescimente e aclimatagdo das
microestacas obtidas na etapa (ii) até tamanho de mudas

clonais adequadas a transferéncia para o campo.

12. Processo de acordo com a reivindicacgio 11,
caracterizado pelo fato de que a etapa (ii) é realizada em
ambiente Umido, no qual as goticulas de vapor de agua sao
tdc pequenas que permanecem em suspensdo no ar até evaporar

e simultaneamente & evitado o molhamento foliar.



Aclimatagdo | Crescimento
Etapa (iii}: Crescimento e Aclimatagdo

FIGURA 1

ao

enraizamento e aclimatiza

Etapa {ii)

e/l

IL8T90/ST0T OM

16£000/F 1078 9/1LDd



XS X XoX [ XoX X XoX 3 [ XoX X Yox I}

CXeX X 3eX 3L FoX ¥ Yo ex X xor 1

§ 0
ol

@

43
+

-{a— Filo p/ troca gasosa @O @T®] iluminacio via LEDs =7:@ Valvula Fechada

FIGURA 2

tg ® 0§38
e S, -3
E _ ? | =

=4 Vilvula Aberta

IL8T90/ST0T OM

16€000/¥L0THE/LOd



Lab Biotéc {21

FIGURA 3

F‘iant:c em p!ug"{ ; :

blodegradavel . 1 #:

e/t

IL8I90/S10T OM

L[6£000/FLOTIE/LDd

= i



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No.
PCT/BR2014/000391

A

CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

AD1H4/00 (2006.01), C12M 3/00 (2006.01), A01G 7/06 (2006.01)

According to International Patent Classification (TPC) or to both national classification and IPC

B.

FIELDS SEARCHED

IPC:ACTH

Minimum documentation searched (classification system followed by clessification symbols)

Documentation searched other than minimum documentation to the extznt that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search tetims used)

Category*

Epodoc, Agricola
C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
X Castro & Gonzéles. Eucalyptus (Eucalyptus grandis Hill ex Maiden) micropropagation 1a12
in a temporary immersion spstem. 2002, Agricultura Técnica, v. 2 (1); 68-78.
(abstract, figure 1, table 1)
X Gonzalez ef al. Multiplicacidn in vitro de Eucalyptus globulus mediante sistema de 1a12
inmersion temporal. Bosque, 2011. v. 32 (2); 147-154,
(p. 149, col. 2, chart 4 and pag. 150, col. 2 and p. 151, col. 2)
A Watt. The status of temporary immersion system (TIS) technology for plant
micropropagation. African Journal of Biotechnology, 2012. v. 11 (76): 14025-14035, 1212
A Correia. Micropropagaglio em biorreatores de imersdo tempordria e enraizamento de
miniestacas e microestacas de clones hibridos de Eucalypius globulus. Dissertagdo de 1212
Magister Scientin apresentada & Universidade Federal de Vigosa, 2011,

D Further documents are listed in the continuation of Box C.

I:l See patent family annex.

*
l.' A‘i

e

uLn

uon
“P, H

Special categories of cited documents:

document defining the general state of the art which is not considered
o be of particular relevance

earlier application or patent but published on or after the international
filing dals

document which may throw doubts on priority claim(s) or which is
cited to establish the publication date of another citation or other
special reason (as specified)

document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other
means

document published priorto the international filing date but later than
the priority date claimed

“T‘

uxﬂ

Yy

B

Jater document published after the international filing date or priority
date and not in conflict with the nptgliqal:,on but cited to understand,
the principle or theory andestying the invention

document of particular relevance; the claimed invention cannat be
considered novel or cannot be considered to involve an inventive
step when the document is taken alone

document of particular refevance; the claimed invention ‘cannot be
considered to involve an inveative step when the document is
combined with one or more ofher such documents, such combination
being obvious to a person skilled in the art

document member of the sarne patent family

Date of the actual completion of the international search

Date of mailing of the international scarch repdrt

Facsimile No.

cep: 20080-010, Cenlro - Riz de JansinvRJ

10M2/2014 07i01/2015
Name and mailing address of the ISA/ Authorized officer
I  J H INSTITUTO NACIONAL DA
PROPRI E INDUSTRIAL
A Ru? SaoEBE;:?o ne1, ,:IJT“ andar Erika Tarné Borges Antonelll

Telephone No.

Forin PCT/ISA/210 (second sheet} (July 2009}

94z



RELATORIO DE PESQUISA INTERNACIONAL Depésito internacional N°
PCT/BR2014/000391

A. CLASSIFICACAO DO OBJETO
A01H4/00 (2006.01), C12M 3/00 (2006.01), AD1G 7/06 (2006.01)

De acordo com a Classificagio Internacional de Patentes (IPC) ou conforme a classificagdio nacional ¢ IPC

B. DOMINIOSABRANGIDOS PELA PESQUISA

Documentagdo minima pesquisada (sistema de classificaglo seguido pelo simbolo da classificaglo)

IPC:A01H

Docurmentaglio adicional pesquisads, além da minime, na medida em que tais documentos estio inclufdos nos dominios pesquisados

Base de dados eletronica consultada durante a pesquisa internacional (nome da base de dados ¢, se necessdrio, termos usados na pesquisa)

Epodoc, Agricola
C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES
. . s . Relevante para as
"
Categoria Documentos citados, com indicago de partes relevantes, se aproprisdo reivindicagdes N°
X Castro & Gonzéles. Eucalyptus (Eucalyptus grandis Hill ex Maiden} micropropagation 1a12
in a temporary immersion system. 2002. Agricultura Técnica, v. 2 (1): 68-78,
{resumg, figura 1, tabela 1)
X Gonzalez et al Multiplicacidn in vitro de Eucalyptus globulus mediante sistema de 1al2
inmersidn temporal. Bosque, 2011. v, 32 (2): 147-154,
(p. 149, col. 2, quadro 4 e pdg. 150, col. 2 ¢ p. 151, col. 2)
A Watt. The status of temporary immersion system (TIS) technology for plant
micropropagation. Afvican Journal of Biotechnology, 2012. v. 11 (76). 14025-14035, lal2
A Correja. Micropropagagio em biorreatores de imersfo tempordria e enraizamento de
miniestacas e microestacas de clones hibridos de Eucalyptus globuius. Dissertaco de 1a12
Megister Scientia spresentada & Universidade Federal de Vigosa, 2011,
[0 Documentos adicionais estio listados na continuagiio do quadro C [0 Ver o anexo de familias das patentes
*  Categorias capecinia dos docugratos citados: “T" docunento publicado depois de data de depésito intemacionsl, ou de
* A" docunento que define o estado geral da técnica, mms néo € considerado de prioridzde & que nlo conflita como depdsitn, porémeitado pare entendero
particular relevincie principic ou teotis na qual se baveia a invengho.
“E” pedido ou patente antericr, mas publicada apds on ne date do depbaito “X" documento de puticular relevincia; a invenglio reivindicada nlfo podeser
intemacional considerada nova & nlo pode ser considernde envolver ume atividade

“L™ documento que pode langar diivida nafs) reivindicagio(Bes) de pricridade on inveativa quando o docurmento é considerado isoladmrente,
naqual € citado pam determinara data de cutre citagho ou por outra razho “*Y" docurrnto de particular relevéncia; o invenclo reivindicadanfo pode ger
especin! considemds cnvolver atividade inventiva quando o docamento é conbinado
* 0" documento referente 8 umn divulgagio oml, ugo, exibigho ou por outros meios. comum outro docurnento ou meig de v, tal conbineglo sendo Sbvia pars

umtéenico no assunto,
“P*" dotamento publicado antcs do depdsito intemacional, porém posteriora data i
de prioridadereivindicada. “&" documento membro da nesma fimllia de patentes,

Data da conclusio 0z pesquiss mternacional Data do envio do relatorio de pesquisa mternacional:
101 272014 07/01/2015
Nome e enderego postal da ISA/BR Funcionério autorizado
‘ INSTITUTO NACIONAL DA
IPl oo,
ua Sao Bento n® 1, 17* andar Erika Tarré Borsies Antonelli
N° de fax: 3 a0y seay - o de JaneiaR. N° de telefone: +55 21 3037-3493/3742

Formulérie PCTASA/R210 (segunda pégina) (Julho 2009)

43



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

.-
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Mayo 05 de 2016 - 15:17:59
RECIBIDO DE : TRIANA URIBE & MICHELSEN LTDA NI 830.001.432
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No. PAGO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 781877272 05/05/2016 220.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr.UNBITARIO Vr.CONCEPTC
2 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION PATE NTE UNITARIA 40.000.00 80.000.00
ICIONAL A TAS 10 INICIALE — $80.000.00 —
SON: *OCHENTA MIL H ONEDA CORRIENTE***

7

Reggonsable:
_*I\'* *tt-ﬂ_

NS
Recibo de Caja Aplicadolal Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DEIN

!JHNH"IJFH?”PIJW!HJIHWWﬂlm il M?ﬂ*'ﬂﬂﬂm IIFH N If ﬁi

Fecha:
gy 22332%}2& ”27.38 c Dep 2020 DIR NUEVASCF
At 411 PRESENTACION — Foroe g NACIONAL]

Folio
-9

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mal: Info@sic.gov.co Conmutador: {571) 5670000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-810165 Call Center; (571) 6513240
+ Mayo S do 2018 - 15:18:00




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

-f-

- RECIBODE CAIA No. 16 - 0044334
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCH1A Bogota D.C., Maya 05 de 2016 - 15:17:59
RECIBIDC DE : TRIANA URIBE & MICHELSEN LTDA : NI 830.001.432

*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR .PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA (62754387 781877272 05/05/2016 220.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT. RENTISTICO CONCEPTO VE.UNDITARIC  Vr.CONCEPTO
150005-01-01 SOLICITUDES 1 m&mg sN DE SOL. DE PATENTE DE 30.000.00 30.000.00
. _$_8_0.000.00 _

SON: **OCHENTA MIL PE {EDA CORRIENTE***

Resgonsable:
_**t 'I‘**_

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERGIO

AT

Fecha: 2018-05-05 15:27-33 Dep. 2020 DIR.NUEVASCF

Tra. 11 PATENTEIY)I Eve: 378
Act. 411 PRESENTACION  Folios: ;;SEN&\ZONAU

Sede Centro: Camera 13 No, 27 - 00 Plsos 3,4,5 ¥ 10 Bogots, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co  e-mai: info@slc.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571) 6513241
, Mnya § de 2014 - 15:18:00




{

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

\||lIIIlIIIlIIM|I|I|II|I|“lIIIII

6-117531. -00000-0000

Fecha: 201 6-05 05 15:27:38  Dep. 2020 DIR. NUEVASGF
Tra. 11 PATENTEIYH Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACIGN Folios: & ‘-K,

LISTADE CHEQUEO
ADMlSION ATRANIITE NUEVA SCREAC!ONES |

ndustna > d Comercm

Industrin S NoENCA
_UPERINTE DENG!

oxrenTE DEMVENCION [ WOPELD pE UTRLDAD [ ]

Art 33 Decision 486/00

x

indicacion que s@ soficita una patente.
Datos de identificacion del solicitante 0 de la pearso‘if'ﬁi‘a= que presenta la soficitud

Descripcion de fa invencion

[Zl Dibujos de ser estos pertinentes
4]

Cbmprobahte de pago de las tasas astablecidas (ij'eger el caso formato de descuento)
incompleta

Completa

PATENTE DE INVENCION PCT D 'MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decisibn-486!00, Circular Unica

" Indicacion que se solicita una PCT

Copia de & solicitud en espaiiol, tal como fue presentada inicialmente (capltulo descriptivo,

D - reivindicatorio, resumen)
D leulos de ser estos pertinentes

ER

D Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato cie descuento)

Incompleta D

DISERO lNDUSTRlAL ] . (Art. 119 Decision 486/00)

cita Disefio industrial

Indicacion que se soli _
Datos de identificacién de! solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representamén gréfica v fotogréﬂca del Disefio ifidustrial 0 muastra del material que incorpora &l
disefio

Comprobante de pégo de lastasas establecxdas -

Completa D . Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO ] (Act, 82 Decision 486/00)

]

D Datos de ide_ntiﬂcacton del sohcatante o de la persona que presenta la solicitud

Indicacion qua se golicita un esquarna de trazado

[:] Representacion gréfica de un esquema de trazado

D Comprobania Eie, pago de las tasas establecidas

Completa D  incompleta D




