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DESCRIPCION
Un procedimiento in vitro
Campo técnico de la invencion:

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la induccién de floracién in vitro/proliferacién de primordios
florales in vitro en el crocus del azafran (Crocus sativus L.) para producir flores enteras con estigmas reales. Mas
particularmente, la presente invencién proporciona una alternativa rentable al cultivo en el campo de azafran, mediante
un procedimiento continuo, independiente de la temporada, de induccion de floracion in vitro/proliferacion de
primordios florales in vitro para producir flores enteras con estigmas reales de azafran (Crocus sativus L).

Antecedentes de la invencion:

El azafran del comercio son los estigmas secos del crocus del azafran (Crocus sativus L.), que se ha utilizado durante
mucho tiempo como especia, agente colorante y medicina. Tiene un gran valor comercial y es la fuente de tres
fitoquimicos de alto valor, la crocina, la picrocrocina y el safranal. Es la especia mas cara del mundo (Rs. 200 000 a
300 000 por Kg). Los compuestos fitoquimicos del azafran poseen una serie de actividades medicinales importantes,
tales como efectos antiinflamatorios, antioxidantes, anticonvulsivos, ansioliticos, antidepresivos, afrodisiacos,
antihipertensivos, antitusivos, antinociceptivos, antigenototéxicos y citotoxicos (Kirtikar y Basu, 1933). Mejoran la memoria
y las habilidades de aprendizaje, y aumentan el flujo sanguineo en la retina y la coroides (Srivastava et al., 2010). Los
compuestos fitoquimicos del azafran también tienen propiedades anticancerigenas y tumoricidas (Abdullev, 2002).

En la actualidad, el crosus del azafran se cultiva en un estrecho cintur6n geografico que se extiende desde Creta
(Esparia) en el oeste y Cachemira (India) en el este entre las regiones de clima tropical y templado, debido a los
requisitos especificos de suelo y clima del cultivo. Iran, Espafa (juntos representan el 80% de la produccion mundial
de azafran), India, Grecia, Azerbaiyan, Marruecos son los principales productores de azafran. En la India, el azafran
se cultiva en Pampore (Cachemira) y Kishtawar (Jammu).

Aunque, la India era uno de los principales productores de azafran junto con Espana e Iran, el &rea con cultivo de
azafran y la produccion anual, no obstante, han sido testigos de disminuciones rapidas y drasticas en las ultimas dos
décadas. En vista de la variedad de actividades biolégicas y la menor disponibilidad de la materia prima, la
investigacion sobre este valioso producto natural se ha visto obstaculizada. Por lo tanto, es necesario aumentar la
produccion de este valioso producto natural, el azafran, a mayor escala para satisfacer la creciente demanda mundial.

Sin embargo, aumentar la produccién de azafran por los medios tradicionales es dificil. El alto coste del azafran puede
atribuirse a tres razones: (i) requisito agroclimatico especifico para el cultivo, (ii) bajo rendimiento y (iii) recoleccién
manual que requiere mucha mano de obra. Ha habido muy poca mejora en las préacticas de cultivo convencionales
seguidas durante miles de afios. Aunque ha habido muchos intentos de desarrollar una alternativa a la produccion de
azafran mediante el cultivo en el campo, hasta hoy no se dispone de dichos métodos. Métodos disponibles actualmente
para la proliferacion in vitro de tejido de estigma y la produccion de estructuras similares al estigma (SLS) a partir de
brotes de flores jovenes, dérganos florales o sus partes como explantes tienen muchas limitaciones y no son
comercialmente viables.

Sano et al. (1987) fueron unos de los primeros que intentaron desarrollar una alternativa a la produccion de azafran
mediante el cultivo en el campo. Trabajaron en la proliferacion in vitro de tejido de estigma y la produccion de
estructuras similares a estigmas (SLS) (Sano y Himeno, 1987; Plessner y Ziv, 1999; Husaini et al., 2010). Sano y
Himeno (1987) utilizaron estigmas intactos méas ovario como explantes. También se cultivaron estigmas individuales
0 medios ovarios extirpados jovenes. Podian lograr la proliferacion de tejido del estigma como un callo (por
organogénesis indirecta) y también la produccién de estructuras similares a estigmas (SLS) (por organogénesis
indirecta). Existen varios informes sobre la produccion de estructuras similares a estigmas (SLS) (Chen et al., 2003;
Zeng et al., 2003; Jun et al., 2007; Mir et al., 2010; Namin et al., 2010). Sano y Himeno (1987) describieron una mayor
formacion de estructuras similares a estigmas (SLS) pigmentadas in vitro a partir de estigmas intactos con ovario o
medio ovario extirpados como explantes. Otsuka et al. (1992) describieron la produccién de estructuras similares a
estigmas (SLS) in vitro cuando el medio contenia niveles elevados de sacarosa junto con NAA, BA y alanina. La calidad
y cantidad de compuestos fitoquimicos y pigmentos de azafran dependia del tipo de tejido u 6rganos regenerados in
vitro (Plessner y Ziv, 1999).

Las estructuras similares a estigmas (SLS) regeneradas a partir de varios drganos florales contenian bajos niveles de
compuestos fitoquimicos y pigmentos del azafran (Sano y Himeno, 1987) o compuestos fitoquimicos y pigmentos
diferentes en conjunto. Sin embargo, en algunos casos la composicion y cantidad de compuestos fitoquimicos y
pigmentos del azafran eran similares a los producidos en estigmas recogidos de plantas cultivadas de forma natural
(Sano y Himeno, 1987; Plessner y Ziv, 1999; Husaini et al., 2010).

El tejido calloso hecho proliferar in vitro a partir de explantes de estigma o las estructuras similares al estigma (SLS)
producidas in vitro a partir de brotes de flores jovenes, érganos florales enteros o parte (corola, estambres, filamentos,
anteras, pistilo, ovario, carpelos, placenta, estilo, estigmas intactos o extirpados) no contienen suficientes metabolitos
secundarios. Todos los métodos puestos en practica hasta ahora en la técnica anterior usan brotes de flores jovenes,
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diferentes érganos florales tales como corola, estambres, filamentos, anteras, pistilo, ovarios, carpelos, placentas,
estilo y estigma, etc. como explantes para generar tejido calloso (por organogénesis indirecta) o estructuras similares
al estigma (SLS) en un esfuerzo por aumentar la produccién de la especias azafran. En general, se acepta en el campo
que el estigma real de las flores enteras se espera que produzca azafran de mayor calidad que las SLS. En este
contexto, inducir la floracién es un objetivo deseable.

Ademas, aproximadamente 150 flores juntas producen 1 g (0.035 oz) de hebras secas de azafran. Por lo tanto, para
aumentar el rendimiento del azafran, es imprescindible aumentar el nimero de flores con estigmas que poseen
ingredientes naturales reales, que se pueden procesar para producir hebras de azafran.

Sin embargo, los métodos disponibles hasta ahora son para la produccion de estructuras similares a estigmas (SLS),
y no para estigmas reales. Otros métodos explorados hasta ahora no son econdémicamente viables, para la produccion
de azafran mediante el cultivo en el campo y no son adecuados para la produccién comercial de azafran como
industria, en vista del contenido relativamente bajo de pigmentos y compuestos aromaticos.

Por lo tanto, para abordar la necesidad de hace muchos afios de la técnica anterior de desarrollar una alternativa para
aumentar la produccion de azafran a una escala econémica, los presentes autores de la invencién por primera vez
han ideado un procedimiento de induccién de floracién in vitro/proliferacién de primordios florales in vitro continuo,
independiente de la temporada, para producir flores enteras y estigmas reales de azafran usando cormos latentes del
tamano correcto recolectados en el momento correcto como explantes a diferencia de los brotes florales jévenes u
organos florales enteros o partes.

Objetos de la invencion

El objeto de la presente invencién es abordar los problemas en la técnica anterior adoptando un enfoque totalmente
nuevo para la produccién de flores enteras de azafran con estigmas reales que es independiente de la temporada y
rentable, a través de induccién de la floracion in vitro/proliferacion de primordios florales in vitro para aumentar el
numero de flores/por campo/afo.

Sumario de la invencion:

En el contexto de las carencias mencionadas anteriormente en la técnica anterior, los autores de la presente invencion
han desarrollado un procedimiento que comprende combinaciones especificas y secuencia de etapas y tratamientos
termodinamicos que incluyen la eleccién del explante correcto (parte de la planta utilizada como material de partida),
eleccion del tamafo del explante de acuerdo con el didmetro y el peso, el momento adecuado de obtencién del
explante, la esterilizacion de la superficie de los explantes, el medio de cultivo en el que se utilizan los reguladores de
crecimiento de plantas (PGR) adecuados en sus concentraciones 6ptimas, inoculacién/incubacion, etc. para lograr asi
con éxito la induccién de floracion in vitro/proliferacién de primordios florales in vitro.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un procedimiento continuo, independiente de la temperada, de
induccion de floracion in vitro/proliferacién de primordios florales in vitro para producir flores enteras con estigmas
reales de crocus del azafran (Crocus sativus L) utilizando explante de cormos latentes, que comprende los etapas de:

a. Normalizacion del tamano correcto de los explantes de cormos segun el diametro y el peso, y el momento
correcto para la recoleccién de los explantes de cormos y el inicio de los cultivos;

b. Esterilizacion de la superficie de los explantes de cormos lavandolos con detergente diluido seguido de
tratamiento con un agente antimicrobiano de amplio espectro adecuado y varios lavados posteriores con agua
destilada;

c. Preparacion de los medios basales normalizados de Murashige - Skoog (MS) con los elementos principales (N,
P, K, Mg, Ca, etc.) y elementos menores (I, Na, Mn, Zn, Mo, Cu, Co, Fe etc.) complementado con vitaminas y PGR
en una concentracion que varia de 0.01 a 2 mg/1, en estado liquido o semisolido; y

d. Inoculacion aséptica de los explantes esterilizados en la superficie en/sobre el medio MS de la etapa (c), en una
estacion de trabajo estéril en una sala de inoculacién mantenida con un alto grado de esterilidad y una temperatura
de 25 +2°C;

e. Incubacion de los explantes en una sala de incubacién/camara de crecimiento en condiciones estériles a una
temperatura en el intervalo de 9-30°C (generalmente a 22 + 2°C, pero con variaciones diurnas y dependientes de
la estacion) con un fotoperiodo de 16 horas a una intensidad de luz de 11.7 =mol/m?/s seguido de un periodo de
oscuridad de 8 horas con HR de 50-90% hasta que se formen brotes; y

f. Transferencia e incubacion de los cultivos germinados cortados verticalmente en/sobre el medio MS de la etapa
(c) para producir flores enteras con estigmas reales.

Descripcion de figuras:

Figura 1: representa a. Flor entera (etapa de brote), b. Flor entera (abierta), ¢ y d. Estigmas
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Figura 2: representa la floracion inducida in vitro en Crocus sativus L.

Figura 3: representa el efecto de diferentes concentraciones de BAP (i) Control (0); (ii) BAP 0.5 mg/l ; (iii) BAP 1.0
mg/l; y (iv) BAP 2.0 mg/l

Figura 4: representa el cultivo in vitro de azafrdn en medio que no contiene PGR.

Figura 5: Comparacién del analisis por HPLC del estigma natural de Cachemira (5 (a)), el estigma de las flores
producidas por el procedimiento (5 (b))

Descripcion detallada de la invencion:

La siguiente descripcion es ilustrativa de realizaciones de la invencion. La siguiente descripcion no debe interpretarse
como limitante, entendiéndose, que la persona experta puede llevar a cabo muchas variaciones obvias de la invencién.

La presente invencion describe un nuevo procedimiento rentable para la produccion in vitro de flores de crocus del
azafran (Crocus sativus L.) mediante el crecimiento y desarrollo de primordios florales preexistentes, y la extensién de
la temporada de floracion y la produccién de mdltiples flores a través de la proliferacion de estos primordios florales

Fuente del explante: Los cormos de crocus del azafran (Crocus sativus L.) se compraron a un agricultor de azafran en
Pampore, Jammu y Cachemira, India, y a un comerciante de azafran en Srinagar, Jammu y Cachemira, India.

En un aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento para la produccién de flores enteras con estigmas reales
usando cormos latentes como explantes en donde la floracion/proliferacion de primordios florales se induce in vitro.
Este procedimiento elimina el requisito béasico del cultivo de suelo especifico y condiciones climaticas, y lo hace
independiente de la temporada, en donde es posible la produccion continua de azafran durante todo el afio y en
cualquier parte del mundo.

En un aspecto del procedimiento, el explante utilizado como material de partida se selecciona de cormos (propagulos
vegetativos subterraneos), que se recogen del suelo en diferentes épocas del afio (es decir, de junio a septiembre),
mientras todavia estan en estado latente, para iniciar los cultivos. Los cormos se usan de tres maneras diferentes; (a)
como cormos enteros, (b) cormos cortados horizontal o verticalmente a diferentes niveles, y (¢) cormos cortados en
un cubo pequeno de aproximadamente 1 cm® que contiene el brote latente o ligeramente germinado. Los cormos son
de un tamano que varia de 0.5 cm a 2.5 cm de didametro, de 6 a 12 g de peso.

El uso de explantes de cormos en forma entera o cuando se cortan horizontal o verticalmente a diferentes niveles se
contaminan y solo 10 a 20% de los cultivos permanecen estériles. Los cormos cortados en un cubo pequefo de
aproximadamente 1 ¢cm® que contiene el brote latente o ligeramente germinado producen cultivos estériles y en
germinacién maxima de aproximadamente 50 a 80%.

En otro aspecto, los explantes de cormos se esterilizan usando un procedimiento estandarizado de esterilizacion de
superficie de multiples etapas, con dafio minimo al explante, para obtener cultivos en germinacién maxima para la
floracion.

Los agentes esterilizantes se seleccionan de Labolene, Savlon (10 a 20%), Carnizim (1%), Bavistin (1%), Benomilo
(2%), cloruro mercurico (0.01% a 0.1%) y similares.

Por consiguiente, la esterilizacion comprende lavar el explante de cormo con detergente Labolene (0.5-3 ml diluidos
en 100 ml de agua) durante aproximadamente 10 a 15 minutos. Los explantes se lavan varias veces con agua destilada
para eliminar los restos del detergente. A continuacion, se trata con Savlon (10 a 20%) durante 5 a 10 minutos y se
lava con agua destilada. Luego se tratan con un agente antifingico seleccionado de Bavistin (1%) durante 20 a 40
minutos o con Carnizim (1%) durante 20 a 40 minutos o con Benomilo (2%) durante 20 a 40 minutos y se lavan a fondo
con agua destilada para eliminar cualquier resto de agentes antifingicos. A esto le sigue un tratamiento con cloruro
mercurico (0.01% a 0.1%) durante aproximadamente 5 a 8 minutos y se lava con agua destilada a fondo. El tratamiento
con cloruro mercurico se administra en una estacion de trabajo estéril.

El aspecto adicional del presente procedimiento in vitro incluye la inoculacion aséptica de los explantes esterilizados
en los medios normalizados en una estacion de trabajo estéril a aproximadamente 25°C. Los explantes se inoculan
enteros o cortados horizontal o verticalmente a un tamafo que varia de 0.5 cm a 2.5 cm de diametroy de 0.5a 10 g
de peso o se pueden cortar en un cubo pequefo de aproximadamente 1 cm? que contiene los brotes apicales latentes
o ligeramente germinados.

Los diferentes medios basales seleccionados incluyen el medio de White, el medio B5 de Gambourg o el medio basal
de Murashige y Skoog (MS), ya sea en concentracion completa (100%) o media concentracion (50%), y/o en
combinacion con nutrientes principales y secundarios de un medio con vitaminas de otro medio.

En un aspecto preferido, los medios basales normalizados de acuerdo con la invencién comprenden el medio basal
de Murashige y Skoog (MS) ya sea en la concentracion completa, o con los elementos principales (N, P, K, Mg, Ca,
etc.) en la mitad de concentracién ( 50%) y elementos secundarios (I, Na, Mn, Zn, Mo, Cu, Co, Fe, etc.) en la

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2800 281 T3

concentracién completa (100%) y con vitaminas de otro medio basal, en estado liquido o semisdlido. Cuando se usa
en estado semisélido, el medio comprende agar-agar en el intervalo de 0.5 a 0.7% u otros agentes gelificantes.

El medio basal normalizado comprende ademas reguladores del crecimiento de las plantas (PGR) seleccionados de
auxinas sintéticas tales como acido naftalenoacético, citoquininas de tipo adenina representadas por BAP (6-
bencilaminopurina), kinetina y zeatina, citoquininas de tipo fenilurea como difenilurea y tidiazurén (TDZ); giberelinas
(GA) en concentraciones que varian de 0.01 a 5 mg/I. Preferiblemente, los PGR incluyen BAP (6-bencilaminopurina),
tidiazurén (TDZ) solos o en combinacion en una concentracién en el intervalo de 0.01 a 5.0 mg/l.

El medio se dispensa en frascos de cultivo estériles con tapas de polipropileno o en tubos de ensayo estériles tapados
con algoddn. El medio se esteriliza en autoclave a 120°C-125°C; preferiblemente a 121°C y a una presion entre 4.5-9
kg (10-20 Ib); preferiblemente 6.8 kg (15 Ib) durante 10 a 30 minutos, preferiblemente 20 minutos. El medio se prepara
en agua destilada y el pH se ajusta en el intervalo de 5 a 6; preferiblemente de 5.6 a 5.8.

En un aspecto preferido, el medio de cultivo basal comprende medio de Murashige y Skoog (MS) ya sea en
concentracién completa o con los elementos principales N, P, K, Mg, Ca en mitad de concentracién (50%) o con
elementos secundarios |, Na, Mn , Zn, Mo, Cu, Co o Fe en concentracién completa (100%); vitaminas; sacarosa del
2% al 3% como fuente de carbono; los PGR se seleccionaron de 6-bencilaminopurina (BAP) en el intervalo de 0.5 a
2.0 mg/l o tidiazurdn (TDZ) en el intervalo de 0.01 a 0.1 mg/l usado por separado; en estado liquido o semisélido.

La incubacién de los cultivos se lleva a cabo en una sala de incubacion convencional/camara de crecimiento que tiene
parametros fisicos controlados y normalizados tales como entorno estéril, condiciones de temperatura, fotoperiodo,
humedad relativa (HR) y condiciones adecuadas/favorables para la induccion de la floracion in vitro en el azafran. Los
presentes autores de la invencioén observaron que las variaciones diurnas de temperatura son importantes para la
induccion de la floracion in vitro/proliferacién de primordios florales in vitro en el azafran.

En consecuencia, la incubacién se lleva a cabo a una temperatura en el intervalo de 9°C a 30°C, preferiblemente a
una temperatura en el intervalo de 9°C a 21°C, con HR (humedad relativa) en el intervalo de 50 a 90%, y fotoperiodo
de aproximadamente 16 horas proporcionado por 1/2/4 tubos fluorescentes frios (Philips, 40 W), que dan
aproximadamente 11.7 =mol.m2.s™! PPF (flujo de fotones fotosintéticos), es decir, ~866 lux (iluminancia) seguido cada
uno de un periodo de oscuridad de 8 h. Los cultivos se mantienen durante 4-5 semanas en el medio en las condiciones
de incubacion anteriores durante las cuales el 80% del cultivo permanece estéril y muestra germinacién. Luego se
transfieren a un medio MS nuevo de la misma composicién y se incuban en condiciones estériles durante
aproximadamente 1 a 2 semanas hasta que los brotes germinados tienen aproximadamente 8 cm de largo. Los brotes
germinados se cortan verticalmente y se incuban en medio MS de la misma composicion durante otras 2 a 3 semanas
en las mismas condiciones. Esto ayuda a que el brote se abra y crezca mas (Figura 1y Figura 2).

En un aspecto, aproximadamente de 50 a 70% de los cultivos incubados en el medio MS de la composicién anterior
que contienen PGR seleccionados de 6-bencilaminopurina (BAP) o tidiazurén (TDZ) utilizados individualmente en una
concentracién en el intervalo de 0.01 a 2.0 mg/l muestran la presencia de brotes en floracion como se muestra en la
Fig. 3, mientras que los cultivos incubados en medio sin PGR no mostraron la emergencia de los brotes florales (Fig. 4).

La induccion de floracion in vitro/proliferacion de primordios florales in vitro segun el procedimiento ocurrié en el mes
de diciembre-enero a febrero-marzo y hasta mayo, que generalmente no es el periodo de floracién del azafran.

El procedimiento de acuerdo con la invencion produjo 1-8 flores por recipiente de cultivo y en promedio 3-5 flores por
recipiente de cultivo. Esto era diferente a las 2-3 flores por cormo/temporada producidas de forma natural.

Como cada flor tiene tres estigmas, se produjeron 3-24 estigmas por recipiente de cultivo. Por el contrario, los cormos
generalmente producen 2-3 flores y 3-9 estigmas/temporada (es decir, por ano), en la naturaleza, en el periodo de 2-
3 semanas desde finales de octubre hasta de principios a mediados de noviembre. La induccién de floracion in
vitro/proliferacion de primordios florales in vitro de la presente invencién producia 3-15 estigmas adicionales en
comparacion con el cultivo en el campo convencional.

Asi, segun la invencion, el nimero de estigmas/por cormo/temporada era efectivamente 3 veces y ocasionalmente 4
veces también. Los autores de la invencion estan trabajando mas en el campo para normalizar los parametros para
un rendimiento constante de 8 flores o incluso mas por cormo.

Ademas, la produccion in vitro de flores segun la presente invencion podria extenderse desde mediados de diciembre
hasta mediados de mayo, haciendo asi al presente procedimiento de induccion de la floracién in vitro continuo e
independiente de la temporada.

En un aspecto, los estigmas del azafran producidos por dicha técnica in vitro segun la invencién encuentran uso en
los campos de la industria alimentaria, el tefiido y la medicina como agente colorante, saborizante e inductor de aroma
para alimentos, como agente colorante para algodén y lana, y como remedio para una serie de enfermedades y
condiciones de salud.

La presente induccién de floracion in vitro/proliferacién de primordios florales in vitro para producir flores enteras y



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2800 281 T3

estigmas reales de crocus del azafran (Crocus sativus L.) usando explante de cormo permite la produccion de estigmas
de azafran independiente de la temporada, durante todo el afio. Con un mayor refinamiento del procedimiento, se
puede obtener un rendimiento de azafran de un acre del campo de aprox. 93-464.6 m? (1000-5000 pies cuadrados)
de sala de incubacion. El procedimiento de induccién de floracién in vitro/proliferacién de primordios florales in vitro de
la presente invencion es una alternativa econdémica a la produccién de azafran por cultivo en el campo, y tiene un alto
potencial comercial.

El presente procedimiento supera la dependencia del clima y las condiciones del suelo minimizando asi la
incertidumbre en la produccién de flores de azafran a partir de cormos en forma de condiciones naturales, infestaciones
que estan mas alla del control humano. Esto hace que el procedimiento sea comercialmente escalable y se puede
llevar a cabo en cualquier parte del mundo sin restringirlo a zonas productoras de azafran de inmersién a alta
temperatura.

La produccion industrial de azafran ha sido un problema pendiente y sin resolver durante muchas décadas. La
induccion de la floracién (flor entera) de azafran en el laboratorio y la floracién repetida del mismo cormo no se han
logrado hasta la fecha.

En esta invencién, los autores de la invencion han llegado a una sorprendente combinacién y secuencia de etapas y
tratamientos termoquimicos que por primera vez ha permitido la floracion independiente de la temporada del azafran
con la capacidad adicional de producir multiples eventos de floracién a partir del mismo cormo. Por lo tanto, los autores
de la invencién han logrado la capacidad de producir industrialmente azafran con mas estigmas/cormo/afno. Esto
permitird una alta produccion en términos de azafran para un agricultor en comparacion con las practicas tradicionales.

Ventajas de la invencién actual:
- El procedimiento hace que la floracién del azafran sea independiente de la temporada y la region,
- El procedimiento aumenta el nimero de flores/cormo/ano.
- El procedimiento aumenta el rendimiento de estigmas (en la practica azafran) por hectarea de campo.

- Los estigmas (azafran) producidos por este método tienen los mismos ingredientes que los estigmas naturales.
La calidad del azafrdn se mantiene.

- El procedimiento de la invencion tarda solo 5-8 semanas para la floracion completa. La floracién es continua y no
termina con el mes de noviembre a diferencia de la naturaleza.

- El método es una alternativa econémica a la produccion de azafran por cultivo en el campo, y tiene un alto
potencial comercial.

Metodologia Experimental:
Experimentos:

Para llevar a cabo los experimentos, se adquirieron cormos enterrados de junio a septiembre de 2014 en los campos
de azafran en Cachemira. Se usaron cormos con un peso de 6-12 g como material vegetal de partida. Se limpiaron
eliminando la tierra y otros materiales extranos, y se almacenaron bajo arena estéril a temperatura ambiente hasta su
uso.

Ejemplo 1:

Se usaron cormos con un peso de ~10 g para los experimentos. Los explantes se prepararon recortando los lados y
la base de los cormos y haciendo pequefios cubos de aproximadamente 1 cm® que contiene los brotes apicales
latentes o ligeramente germinados el 22/10/2014.

Se esterilizd la superficie de estos explantes lavandolos con detergente neutro Labolene durante 10 min seguido de
lavado con Savlon al 15% durante 10 minutos. Ademas, estos explantes se trataron con Bavistin al 1% (BASF) durante
30 minutos seguidos de 5 minutos seguidos de tratamiento con cloruro mercurico al 0.08% en una estacién de trabajo
estéril (cdmara de flujo de aire laminar). Después de cada tratamiento, los explantes se lavaron con agua destilada
estéril.

Preparacién del medio: Se us6 medio Murashige y Skoog complementado con 6-bencilaminopurina (BAP) (1.0 mg/l)
para el cultivo. Los medios preparados en agua destilada estaban constituidos ademas por sacarosa al 3% y agar al
0.6%. El pH final se ajust6 a 5.7. El medio se esterilizd en autoclave a 121°C a 6.8 kg (15 Ib) de presion durante 20
minutos.

Los cultivos se mantuvieron durante 5 semanas en el medio a 25 + 2°C, intensidad de luz 16 horas de luz (a
11.7 =mol.m2.s™") seguido de un periodo oscuridad de 8 h.
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Los brotes germinados estériles de 5-7 cm de longitud se transfirieron a medio nuevo de la misma composicion
después de hacer un corte vertical en el brote en germinacién. Ayuda a que el brote se abra y crezca mas.

Se incubaron nuevamente durante 3 semanas en las mismas condiciones de incubacién.

La floracion se observé en los cultivos el 5 de noviembre de 2014. Este era el experimento de control para determinar
y establecer la viabilidad del medio creado para la floracion in vitro de azafran durante la temporada de floracién
natural.

Preparacién de medios que no tienen PGR: Para iniciar los cultivos, se us6 medio basal de Murashige y Skoog
complementado con sacarosa al 3%, gelificada con agar (0.6%). No se anadieron PGR y el pH final se ajust6 a 5.7.
Se utiliz6 como control el medio basal de Murashige y Skoog complementado con sacarosa al 3%, gelificado con agar
(0.5-0.7%) sin PGR. El medio se esterilizé en autoclave a 121°C a 6.8 kg (15 Ib) de presion durante 20 minutos.

Estos cultivos se incubaron adicionalmente en las mismas condiciones de incubacién durante 4-5 semanas.
Los brotes en medio sin PGR eran delgados, los primordios florales no se desarrollaron mas como en la Fig. 4.
Ejemplo 2

Se usaron cormos con un peso de ~10 g para los experimentos. Los explantes se prepararon recortando los lados y
la base de los cormos y haciendo pequefios cubos de aproximadamente 1 cm® que contenian los brotes apicales
latentes o ligeramente germinados el 22/10/2014. Una parte de dichas muestras se us6 para esta configuracion,
mientras que otra se reservé para la configuracién del ejemplo 3.

Se esterilizo la superficie de los explantes pasandolos a través de detergente Labolene durante 10 min, seguido de
lavado con Savlon al 15% durante 10 minutos. Ademas, los explantes en cubos se trataron con Bavistin al 1% (BASF)
durante 30 minutos seguido de 5 min de tratamiento con cloruro mercurico al 0.08% en una estacién de trabajo estéril
(camara de flujo de aire laminar). Después de cada tratamiento, los explantes se lavaron con agua destilada estéril.

Preparacién del medio: Se usé medio de Murashige y Skoog complementado con 6-bencilaminopurina (BAP) (1.0 mg/1)
para el cultivo. El medio preparado en agua destilada estaba constituido ademas por sacarosa al 3% y agar al 0.6%.
El pH final se ajust6 a 5.7. El medio se esterilizé en autoclave a 121°C a 6.8 kg (15 Ib) de presion durante 20 minutos.

Los cultivos se mantuvieron durante 5 semanas en el medio a 25 + 2°C. Intensidad de luz 16 h de luz (a
11.7 =mol.m2.s™") seguido de un periodo de oscuridad de 8 h.

Los brotes germinados estériles de 5-7 cm de longitud se transfirieron a medio nuevo de la misma composicion
después de hacer un corte vertical en el brote en germinacion.

Se incubaron nuevamente durante 3 semanas en las mismas condiciones de incubacién.
Se observo el inicio de la floracion en el cultivo hasta finales de diciembre de 2014 como en la Fig. 1.

Por lo tanto, siguiendo la metodologia experimental segun la invencién, se observd que los explantes estaban
floreciendo mas alla de su periodo de floracion natural de octubre-noviembre aproximadamente.

Los cultivos se mantuvieron aun mas transfiriéndolos a medio nuevo de la misma composicién y se observo floracion
en los cultivos hasta mayo de 2015.

Ejemplos 3:
El segundo lote de explantes del ejemplo 2 se us6 para verificar la eficiencia del TDZ.

Se usaron cormos con un peso de ~10 g para los experimentos. Los explantes se prepararon recortando los lados y
la base de los cormos y haciendo pequefios cubos de aproximadamente 1 cm® que contienen las brotes apicales
latentes o ligeramente germinados el 22/10/2014.

Se esteriliz6 la superficie de los explantes tratandolos con detergente neutro Labolene durante 15 min seguido de
lavado con Savlon al 20% durante 5 minutos. Ademas, los explantes se trataron con Carnizim al 1% durante 30 minutos
seguido de tratamiento con cloruro mercurico al 0.05% durante 8 minutos en una estacién de trabajo estéril (camara
de flujo de aire laminar). Después de cada tratamiento, los explantes se lavaron con agua destilada estéril.

Preparacién de medios que tienen TDZ:

El medio basal de Murashige y Skoog + sacarosa al 2%, gelificado con agar (0.7%) se complement6 con el PGR
tidiazurén (TDZ) en tres concentraciones, es decir 0.01, 0.05 y 0.1 mg/l y el pH final se ajusté a 5.8. Los medios se
esterilizaron en autoclave a 121°C a 6.8 kg (15 Ib) de presion durante 20 minutos.

Los explantes esterilizados en la superficie se inocularon en estos medios en condiciones asépticas. Los cultivos se
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mantuvieron durante 5 semanas en el medio en una sala de incubacion mantenida a 25 + 2°C durante el dia (la
temperatura disminuia 4-5°C durante la noche en invierno), y 16 h de luz a una intensidad de 11.7 =mol.m2.s"! seguido
por el periodo de oscuridad de 8 h.

Los brotes estériles de los cultivos cultivados en medio con TDZ de 5-7 cm de longitud se transfirieron a medio nuevo
de la misma composicion después de hacer un corte vertical en el brote en germinacién en la estacién de trabajo
estéril. Ayuda a que el brote se abra y crezca mas.

Estos cultivos se incubaron adicionalmente en las mismas condiciones de incubacion durante 4-5 semanas. La
floracién se observé en la Ultima semana de diciembre de 2014.

Los cultivos se mantuvieron aun mas transfiriéndolos a un medio nuevo de la misma composicion y se observd
floracion en los cultivos incubados en medio que contenia TDZ hasta mayo de 2015.

Ejemplos 4:

El azafran (estigmas secos) de flores producidas en cultivo en el campo del mismo campo de azafran en Cachemira
de donde se obtuvieron los cormos para los experimentos se compar6 con el azafran (estigmas secos) de flores
desarrolladas in vitro por el procedimiento de induccion de floracién in vitro/proliferacion de primordios florales in vitro
respecto al contenido de compuestos fitoquimicos por analisis de HPLC.

Las condiciones analiticas de HPLC eran las siguientes Reference Journal of Chromatography A, 664 (1994) 55-61.

El andlisis por HPLC indicaba que todos los picos presentes en la muestra de azafran natural de Cachemira (Fig. 5
(a)) también estaban presentes en la muestra de flores desarrolladas in vitro, Fig. 5(b).

Se concluyd que el azafran producido por el método descrito en la presente invencién contiene crocina, picrocrocina
y safranal. Todos estos se pueden detectar por UV a 254 nm.

La configuracién experimental se repitié en los afios posteriores 2015, 2016 y se encontré que era reproducible segin
el procedimiento de la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de induccién de la floracion in vitro continuo, independiente de la temporada, para producir flores
enteras con estigmas reales de crocus del azafran (Crocus sativus L) usando cormo latente/explantes que comprende;

(a) Uso de cormos enteros o cortados en cubos pequeiios de 1 cm? que contienen el brote ligeramente germinado,

(b) Esterilizacién de la superficie de (a) e incubacion de los explantes de cormos esterilizados en la superficie en
condiciones estériles en medio de Murashige y Skoog (MS) durante un periodo de 5-8 semanas;

(c) Transferencia del cultivo a dicho medio MS nuevo e incubacién en condiciones estériles durante 1 a 2 semanas
hasta que los brotes germinados tengan una longitud de 7-8 cm;

(d) Incubacién de los brotes germinados después de hacer un corte vertical en el brote en el mismo medio MS en
condiciones estériles durante 2-3 semanas para producir flores enteras con estigmas reales;

en donde dicha(s) incubacién(es) se lleva(n) a cabo en la sala de incubacién/camara de crecimiento a una
temperatura en el intervalo de 9-30°C a 11.7 =mol.m2.s"! PPF bajo fotoperiodo de 16 horas y una humedad relativa
de 50-90% seguido de un periodo de oscuridad de 8 h en dicho medio de cultivo MS que tiene sacarosa como
fuente de carbono y reguladores de crecimiento de las plantas (PGR).

2. El procedimiento de floracion in vitro continuo, independiente de la temporada segun la reivindicacion 1, en donde
los PGR se seleccionan de 6-bencilaminopurina (BAP) o tidiazurén (TDZ).

3. El procedimiento de floracion in vitro continuo, independiente de la temporada segun la reivindicacion 1, en donde
los PGR estén en el intervalo de 0.01 a 2 mg/l.

4. El procedimiento de floracion in vitro continuo, independiente de la temporada segun la reivindicacion 1, en donde
la sacarosa en el medio MS esté en el intervalo de 2-3%.

5. El procedimiento de floracion in vitro continuo, independiente de la temporada segun la reivindicacion 1, en donde
el pH del medio MS esté en el intervalo de 5.6-5.8.

6. El procedimiento de floracion in vitro continuo, independiente de la temporada segun la reivindicacion 1, en donde
el medio basal esta en concentracion completa o con los elementos principales (N, P, K, Mg, Ca, etc.) u opcionalmente
en la mitad de la concentracion (50%) y elementos secundarios (I, Na, Mn, Zn, Mo, Cu, Co, Fe, etc.) en concentracion
completa (100%) y con vitaminas de otro medio basal.

7. El procedimiento de floracion in vitro continuo, independiente de la temporada segun la reivindicacion 1, en donde
dicho medio MS opcionalmente comprende agar-agar del 0.5% al 0.7% cuando se usa en estado semisélido.

8. El procedimiento de floracion in vitro continuo, independiente de la temporada segun la reivindicacion 1, en donde
la temperatura de incubacién es preferiblemente de 9-21°C.

9. El procedimiento de floracion in vitro continuo, independiente de la temporada segun la reivindicacion 1, en donde
la floracion se produce mas alla de octubre-noviembre hasta mayo.

10. El procedimiento de floracion in vitro continuo, independiente de la temporada segun la reivindicacion 1, en donde
el nimero de flores producidas por cormo esta en el intervalo de, pero no limitado a 3-8.
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Fig1
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Fig 2
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Fig 3
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Fig 4
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