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1 0 408 922 This invention relates to a process'for
storing plant embryos. Nunerous.species of plants nmay be stored in the form
of cell suspensions, calluses. “or...EROM09RR Blens. 5 The storage of

pl ant enbryos is jUStIerd in many. cases, for exanple for regulating the
production of plant- lets where. it.is seasonal or for maintaini ng a clonal
line. ThePeSFERY Je of pl ant enbryos can have various advan- tages, including
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au cours. de son développement ulténaur sans apparltton d une .autre forme de morphogénése telle que
40 callogéndse ou smbryogéndse secondaire, ce tant 2 la lumidre que dans I'obscurité.

En d'autres termes, le présent procédé. de. conservation d'embryons végétaux permet d'obtenir d'une
part la survie des embryons dans Ieur mtégnté morphologlque d’autre part un bon maintien de leur
capacité & développer une plantule. - .. . . .

Un avantage de ce procédé est donc de permettre fa conservatlon d'embryons pendant des périodes

45 relativement longues
Un aufre avantage est de permettre d'assurer Ja conservatlon é une température facilement accessible
{dans un réfrigérateur par exemple) sans avoir 2 employer de matériel coliteux.
Un autre avantage est de proposer un procédé de conservation rapldement et faciloment réalisable, tant &
la lumiére qu'a I'obscurité.
50 . Les embryons vegétaux utilisés dans la présente mventlon peuvent 8tre de toute origine et de toute
espece telle que la carotie ou le caféier par exemple -
Les embryons peuvent 8tre des embryons somathues ou. des embryons zygothues
Les embryons somatiques peuvent étre obtenus par I'mtermédlalre de suspensions cellulaires indifféren-
ciées. Dans ce cas, des semences de parent d'hybride par exemple peuvent étre mises & germer
85 aseptiquement. Les hypocotyles peuvent 8tre coupés puis plaoes sur-un milieu de culture contenant des
“hormones de croissance. Les cals. obtenus peuvent étre ensuste. dissociés dans un milieu de culture liquide.
-On obtient alors une suspenslon celluiawe mdﬁférenciée dont les collules, aprés plusieurs repiquages,
peuvent &tre transférées sur un mmeu de culture Aprés une dlzame de jours, la suspension csllulaire peut
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effect on their viability and germ nating power while, at the sane tine,
the integrity of the structure of the enbryo 20 - during its subsequent
growt h iss maiknt ai ned Wit hout "t he apP®A0&9e2Bdi any ot her form of

mor phogenesi s, such as cal l ogenesis or secondary enbryogene3|s either in
light or in darkness. In ather words, the process acgordi
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contenant les embryons dans un réfngérateur ou une enceinte climatisée.

40 La vitesse de refroidissement pout 8tre assez repide, de 'ordre de 1 & 3°C par minute par exemple.

Les embryons en hypoxie sous huile peuvent 8tre conservés sous en éclairement faible, de I'ordre de
200 lux, ou dans I'obscurité.
Le présent procédé de conservatlon permet en effet d‘assurer Ia survie d'smbryons conservés 3 ['obscurité.
Cecl peut présenter un avantage prafique, dans le cas ol I'on réalise ultérieurement une semence

45 artificielle par encapsulation de I'embryon. Il semble vralsemblable, en effet, qu'aucun éclairement résiduel
ne parvienne 2 I'smbryon & l'intérieur de la capsule
Les embryons peuvent &ire conservés pendant ‘d'assez Iongues périodes dans ces conditions, & savoir
durant environ deux & quatre mois.

Aprés conservation, les embryons peuvent 8tre sortcs du réfrlgérateur et réchaufiés jusqu'a température

50 ambiante. Lorsgu'ils ont atteint une température de I'ordre de 20°C, ils peuvent &tre lavés avec un milieu
de culture fiquide usuel afin d'éliminer toute trace d'huile.

lls psuvent ensuite &tre placés dans ou sur un milieu de culture ususl, tel qu'un milisu de Murashige et
Skoog, ol ils reprennent un développement normal comparable & celui d'embryons n'ayant pas subi de
consetvation.

56 Afin de permettre une diffusion auprés de l'utilisateur en vue d'un semis classlque en pépinidre ou en
champ, il est possible d'encapsuler. lés embryons dans des maténaux plus résistants, qui leur offrent une
protection comparable 3 cafle dés -graines | naturelles :

Dans ce cas, les embryons enrobés d'hunle peuvent étre encapsulés dans des polyméres naturels ou
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4 0 408 922 with a layer of oil. The oil is sel ected for

its ability to cause hypoxia, i.e. to transfer little, if any, external
oxygen te the enbryo. The oil act EPL:408 92R&er vative and provides the
enbryo with the m nirnum quantlty of oxygen 5 required for |ts surV| val .
The oil use or malntalnln ox ama be a mineral oil, an oil
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encapsul atdsode vidbilishe enbryo. . Thi's 5 - 'is because it appears probabl e that
no residual l|ighting reaches the enbryo inside.the capsule The enbryos may
be stoped ulddest Ui eiskiith ganidet 4t Ginplef. dans s Imise| epctieyvrd, anil Blebli afid st'évalues o By de
appr oxi rravi@ihyé@mmbrmormgresmmw Af t.er storage, the enbryos nmay be renoved
from the 10 Pami jesfdifiémetscarithres aisableshecyt eeprdcisr dmisiede vistdli desaerohmeons, onvipiisnt
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L'appréciation de ces critdres peut étre’ uée do dlffgrentes maniéres, par exemple par dénombre-
_ ment visuel ou & I'aide de tests buochvmlques (test de coloration. par exemple).
\_/ Selon le principe de ce test, les embryons sont placés dans un milieu de culture liquide ou seml-sohde
o usuel. On reldve apréds 10 jours de culture le nombre d'embryons dont la taille a augmenté et présentant
40 dos signes de coloration chlorophylhenne .
Le rapport de ce nombre au nombre total d embryons présents permet de déterminer le taux de viabilité
des embryons.
Les embryons peuvent ensunte étre gardes sur Ie méme mulleu lqude ou placés sur un milieu de
culture solide de méme composmon que le milieu liquide précédent afin de poursuivre leur développement
45 vers le stade plantule. Aprés 10 jours de culture sur.ce milieu, -on détermine le taux de conversion comme
étant le rapport entre le nombre d'embryons ayant évolués vers le stade plantule au nombre total
d'embryons.
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15 medi um such as a I_\/Ur'as'hi-ge- and Skoog medi um where they resune
normal growth conparable wi'th that of enbryos which have not been stored.
For distri bution anong users with dEP\ﬂmazaBdonven- tional sowing in a seed

bed or in a field, the enbryos Hay 20 be "encapsul ated in nore resistant
mat eri al s which afford t hem protectlon corrparable wi th that of natural
seeds. In this case, the oil -coat ed eﬁfﬁ'%é may be encapsul ated in natural

or artl ficial polyners, These capsul es
af ford the enbryo necha |cahpoauﬁondumnddhmiaeruecmaroeg@atslacﬂﬂ and provide for
f eedh ng of the plantlet [T e Lapsufles may be sub-
addi ...e.x.a.n: wat er - sol ubl e
resin, which partly prot ects Nﬂé#ﬂsagal nst breaki ng188d dryijng out. It is
poOSSi ble in this way tof{30 Cefllxatk@ an artificial 4%ed whijch keeps for
| onger periods, nanely for thMa3P+i2Q@equired{for th&0% pradtical applic-
ation. Jhe present inveftion |(§°=1 |1 ustrated in nord®@etail fin the foll owi ng
Exanpl es. These Exanpl eg Tod 35 ek®mpl e df the
conventional preparatio 6 0 408

of SOM&EOEEm&ﬁé)r yos

922 by the description ¢t vEaOITTTy Test & ich gives the
conposi tion of the prefg¢rred g L 4 medi um npl e df the
preparatdi on of sonatic ¢nbryogsse, 1,0 An dindi ffe;;ﬁnti atgd cell culture

of carrot cells (Daucus carotﬁazLEbTAs subcul
bi omass to 100 nl medi um in Q.dbitamsei ge and
containing 20 g/l sucroge andkO.1 ng/l 2, 4-
Al |l Nandling is carried{out urgekoaseptic cofditi ongesbeneatlh a | aminar flow
hood. THe suspension is|pl aceehsm,7a.t isr-r er *4raki ng @B eccerftric gyratory
novenent of 100 r.p.m and i SHeBOLt ured at 23¢ under 6200 luq lighting with a
phot operi od of 16 hours culture for 8 to|10 days, the

cell suspension is filt m'* Aug%sflénéh% celHl—aggregates—bdt ween 50 and 200
pmin spze are retained Theséc'@mwvmqwggr egat es représent g proenbryonic
stage of the enbryos whijch w ThemigadyitBilie theifr devel &pnent {to the heart,
torpedo and plantl et st gges. Agraine ~ aggregates ‘ar@ washdd and placed in
a Mirashi ge and Skoog nedi um B3§A12058i ng no 214- di cAP¥r ophedoxyacetic acid
in aquantity of approximately 1.5 x [err] ‘aggregates per m nedium

After cedture for 10 days, enbryos have fornmed. The 25 suspension is
filtered setnpatt only enbryos"betvveen 150 and 1000 umin size are retained.
Viability test A quick and sinple viability test has been devel oped 30

to eval uat e Pheerpbrydns [spmafioyestde cefotia, ipbterusiroRms didrit eirdegsug cay staie tprpiiandvng teidee
‘various crine¥enriefe e um. ¢ \éﬂvﬁéa‘ﬁgéfdml"ﬂ* o4t liouide feMyrashige|of Bkpog.at e of t he
enbr y OS.?s Les erqbwgnq $P8% gﬁgﬁ Q $HE dg§ Qléqua dQ ﬁlétu RSP ngs pults A raison de 20/30

embryons par puits, et débarrasses dss traces de milisu de culture fésiduel par aspirauon du liquide avec
une pipetie.
\/ Deux lots (A) et (B) d’embryons sont enrobés avec une couche d'hunle de paraffine liquide, préalable-
ment stérilisée par autoclavage & 115°C pendant 20 minutes. On ajoute environ 1 mi d'huile pour 5 4 8
40 embryons. Deux lots témoins (C) et (D) d'embiryons sont enrobés avec le milieu de culture liquids.
) Les plagues de culture sont rocouvertes de leur couvercle et sceliées hermétiqguement.
Un premier lot (A) d'embryons eri hypoxie sous huile est placé dans une enceinte réfrigérée & 4°C.
Pour comparaison, un second lot(B) d"embryons en hypoxne sous huile est placé 4 23° C.
Un premier lot témoin (C) d'embryons’ n'étant pas en hypoxie est placé & 4°C, un second lot (D) est placé
45 523°C.
Les différents lots sont conservés sous un éclairement de 200 fux.
Aprés un certain temps de conservation, les embryons sont réchauffés jusqu'ad température ambiante puis
on injecte du milieu de culture liquide sous: la couche d'huile enrobant les embryons en hypoxie, afin de
transférer le plus d'embryons possible dans le milieu de culture.
80 Aprés élimination de la couche d'huale, les embryons_sont lavés dans plusieurs bains successifs de
milieu de culture afin d'éliminer toute trace d'huile résiduelie.
On observe 'évolution de la taille des embryons au cours de la période de conservation, par mesurs de
feur taille 2 1'aide d'une loupe binoculaire équipée d'un oculaire de mesure.
On obtient les résultats suivants:

ured e‘#%ry 12 [days (1 gram
Skoog é2I3C]UI d qulture nedium
i chl ormhenoxyacetl c acid. 10
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35 - t he appearance of- a.chl orophyllian coloration 7

0 408 922 are particularly.appropriate. These.criteria may be evaluated in
various:ways; for exanple by .vi Slﬁﬁoéﬁllmﬂ‘g or. by biochenical tests
(color- ation test .for exarrpl e). .5 Under -the principle of this test,
the enbryos are placed in a typical L quid or senm-solid culture nedi um
After culture for M)‘aniaysemnl‘yenﬂumber of embryos which have {ncreased in

si ze and show si gn‘—T_"ﬁTWo‘mnyl Ta § on . recorded. The ratio
betyeen this nunbe; and the 1@- r}aﬁ%n%nﬁ'ések ke 'Lm:), Fps—pesent enabl es
theWVigbility ratelof the enbryd)s t 0 Be |desser|ni #al #he| emdsr os may then be
kept on the same |if qyi duawBfi Ul &b ma')gﬂpg Piaacledzean| aggxOf l4§ocll ture medi um
havi ng the same comp_gfsgizbqg) d76¢€] p3geeqdidag || i qui d nmedj um.sp that they may
15 conti nue t hel rrspei@d-@pmengzotio teae |pimat| esoosk agme. | adfot ¢r cul ture for
10 days on this medivémpinidece rererisiasoo llevel |is deferm hed.a$ the ratio

bet weea t he nunber of enuryos W TIT-Tave deveroped to te prantlet stage

and the totgl a&l&r”b gés ryég se?st %’J ?r&ssgﬁrZQ&% 'ratpidaﬂen?fquiu.l.‘?mewu%% N[
Ieur

and Skoo @‘ 'kH;ri Gl rgﬁ alors que les embryons conservés & 4°C
Ny 1[ err hredque pas Aprés 105 jours, les embryons conservés 3 4°C en hypoxie sous hulle présentéh?O
[err] fidotel une taille relatlvement taible, alors que les embryons témoins conservés 2 496 8n ﬁBJ ]Ie culturb €1 1']

370 [ €Pr bnt continué de crotre. 1900 [err]

170 30 M crrashsénmat, sn biszBivd rinfluence de la conservation en hypoxie sous huile 3 4°C sur la vuabllité des

0. 025 [ ewfmbryons. 0.025 [err]

27. 8 35 A\eeR offet, HddTefnbryons debarrassés de la couche d'huile et réchauffés jusqu'a température athbiade 8
0 4bg a2 Borft enisreh culture dans le milieu de culture liquide de Murashige et Skoog. 22. 3 Kl

0.83 [eriy viabilité des embryons est apprécnée par la‘reprise ou fa poursuvite de leur dévelqppgﬁertt @n miilieu
10.6 5  liquider | 6.2 O her

el ement s NiAPKSIIR poersaje |cyture on releve le taux de viabiiité des embryons 5

Thi ani ne (\Rnobtignblep Iéf““ats Suivants:.. . . . - 510

Adeni ng N ' 2_Sucrose

5,000 Exanple 1 S rratummamabnmwmeam dd’\@prts@ﬂ@ﬁdésaﬁdaﬁge (hverage 15
size 670 um obt aiffed—as deschl bed anpye %econsewart}orpuows)tn a 11 fhuid Murashige
and Skoog cul ture |nedi um The lendiryos ar

0 | 14 | 3 | 49 | 63 | 105

%0 tA@-c) | 97 | o4 | 97 |92 | 90 | &5
lot B (23°C) g7 .| 9 | 18 | o - -

Témoin (4°C) 97 | o2 | o2 | ot | &7 | 8

Témoin (23°C) | 97 | 90 - -1 - -

35 : S : ' '
Les embryons conservés en hypoxié sous huile & 4°C présentent un taux de viabilité correct aprés 105
jours de conservation, alors que les émbryons -conservés en hypoxie & 23°C ne sont plus viables aprés
I\ une durée de conservation de 35 jours.
o Les embryons témoins conservés a4 °C présertent aussi une bonne vnabtlité aprés 105 jours, mais leur
4 taille est alors trop importante (envuron 3300 u.m) pour permettre une éventuelle conservation par
encapsulation dans un polymére. -
Aprés 20 jours de culture dans e’ mulleu l|quide, on reléve le nombre d'ernbryons ayant développés une
plantule normale. :
On obtient les. résultats suwants._ :
45

‘Tauix de conversion (exprimé en % de plantules développées)

Temps de conservatlon ({jours)

50 , 0 3 | 63 105
LotA(4°C) | ‘o7 99 | @0 36
Témoin (4°C) 97 8 | 23 0

Les embryons ayant été conservés 2 4°C en hypoxie sous huile continuent leur croissance, sans
apparition de prolifération adventive, de maniére identique 2 celle des embryons témoins.

L'inhibition partielle de la croissance des embryons somatiques par maintien en hypoxie sous huile &
4°C n'a pas affecté la viabilité ou le pouvonr de reprise de développement des embryons.
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then placed on culture plates -consisting of 6 cups in a quantity of 20/30"
enbryos per cup and are freed fromtraces of residual culture nedi um by

wi thdrawal of the liquid with 20 . EPQ40BS@28B2&. Two groups (A) and (B) of
enbryos are coated with a layer of liquid paraffin oil sterilized

bef or ehand bﬁ auto- claving for 20 mnutes at 115[err]C. 1 m oil is then
added for BPREE enbryos. Two ccontrol -groups (C) and (D) of em 25 bryos

are coated Wbththe|l ates.a

coug %f.‘*’*gﬁa Pl PR Pyl 28 2ol o 2hopEhd - R e
yos u’i's’f%’? baﬁs U ot Al FAIPTRG e 68 ShBhde0 o bt

corrparl SO%& ; enbryos under
kept at 2 I [ not under
hypoxia is sgﬁg,&qﬁé@gﬁﬂgﬂgﬂfﬁgggé'%‘égn&&ﬁdﬁﬁgr%ﬁg"g"w&ﬁg&ﬁ?‘ﬁl s stored at
23[err] C. The various groups are stored under Ilght of 200 | ux. After a
certai nest or age ; . perat ure
and a liquid q 1E°¥'?1F?§°H\DF¥P'.‘W A -9 _ . 0 40_8__92,2_,_j_nj_act ed
beneat h the Lr#yer of oil surrounfling - the eWpydscmmodwwi ain orgler to

transfer as ny- enbryos as poss DILETTO S € LgTF ULf eg]u

el i mi nation of il —Was al

successisve baf Hiypexie soud huile ebsenitdi 1468 ¢ €896 nyi y 645a hal

oi | . The devel dlypexietsogshujleR004ix7 o -dﬁothé”%ri i hg®4h bri od

is observed by If@aisgpseuht of t hpi4f0 qi A8 Vrl B8Hok g?“ofr gl ass

L\m&)ped wi t hidemangiting 10 e N Yasm o ,

obt ned: Size of the enbryos (un) Storage tinme (days) 15 0 14 35
%3 0d Gdmafdue upe Jas [edhpors] dGhservés & Bypoxie 6004 huile kBRpresqud 6& SvoluB bl taille,

1327 20 Goulilpaidit 68 3pesengsd) la lunti@F@ou dep8GBscuri@ 396 - - -- Cont r ol

(4[err] O L'écF@ement 68Embrydn @ik de sa 2@RervatithbE6sembig padinfigncer sa@@hi!ltﬁol

(23[ err] C)L'absapygpde lugdp)n'a pas d'incidence sur le degré d'inhibition induit per lg gembinsisencdenl'nyprxie

t he enbgyPsushuilg €d'vae teE‘Bf’étﬂ"P]be,ssgr ow 30 fairly rapidly whether or not
they are under hypoxia. Af- ter 14 days, they have tripled in size whereas.
t he enbry@@ﬂbﬁed at 4[err]C have hardly grown After 105 days, the em

i e @; g et b

h t H“F § d
h%gxfgﬂlﬁ s s,§ awEﬁ ioh E e &ﬁ& '°'°é Qﬁ xﬁﬁsﬁo@e ﬁmf’ e

end, the LA & eh\ﬁur ﬂ%g éﬁgo and eate to anbi ent
tenmperature gﬁ fot @5‘ EMS@&L lof! h&ﬂaﬂe sous huile-est placé & 4°C, un second lot (B) & 10°C et un troisidme
lot{c)a 15°C.

Un premier lot tdémoin est placé 4 4° C un second 4 10° C et un:troisidme 2 15°C.

. Les lots sont conservés & I'obscurité pendant un mois puis sont-ramenés 2 température ambiante.

&V Les embryons sont lavés selon la méthode décrlte a I'exemple 1, puus mis en culture sur un milieu semi-

' solide de Murashige et Skoog.

Aprés 10 jours de culture, on reféve le taux de viabilité des embryons

35

“ On obtient les résultats suivants:
Taux de vi'éhiiii:é"'(:-% ‘de reprise de croissance)
Lot A (4°C) ' 0
Lot B (10°c) o 0 comparaison
: Lot C (15°C) _ 80
% . Témoin (4°C) 01
' Témoin (10°C) -~~~ 0 j  comparaison

Témoin (15°c)_‘:'.' 84
56 . '

On remarque que les embryons conservés a 4°c ou 10°C brunissent et meurent, qu'ils soient en
hypoxie sous huile ou dans un milieu de culture.
Les embryons de caféler se conservent buen 3 une température de 15 C.
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10 0 408 922 ‘Murashi ge and Skoog liquid cul ture medi um
The viability of the enbryos is evaluated by the resunption or continuation
of their growth in |iquid mediumgEr0408922B1 After culture for 10 days, the
viability level of the embryos.is.deternmined. The following results are

obtained: Viability level: (expressed in % of %r owt h' resunption) 10 Storage
time (days Il eptydonc important de prendre en comptq)le seuil de pgnsibilité aydroid de l'egpdce consigénde afin 105 -

Goup A eg{@gtermmergqtempératu§4m.mmale ge]conservagaz\ 90 65 20 Goup B
_ ( 23[ err] 96 18 0 -- -7 Control (4C 97
L %-E—‘-’g 87 83 Cont r ol (23[ er rjo 97 90 --

S St [ oXli t
have a C { Des er;\%g%{be OE&)\Z CFerI' ava cgy&) rg;%:' 5 germ éj? égsgb[ anF
embryos s édn?eni% on sasroﬁi @&a @Q%&u 4F Ipé ftWe bﬁmt@fe'i er.a

storage ia\,gge o 35 days The confro ryos stored at C also show

good v abi | antdbsdiiel i8VolkiBPaeia aitte d&lﬁmbﬂfoﬁs d8ls OB ps@a8 8e Edhsshaliéh. (2pprox. 3300

um to all mﬁ&mgb}éeu@{s@ﬁ.%@ by encapsula- tion in a polyner. 35
After culture for 20 days in the |IC]UId medi um t he nunber of enbryos which

have devel oped a nu_l_bh g gt i getermmed—Thefoftowny results are
obt ai ned: Conversi qn al'g\q e"f M’Bﬂb‘ﬂl prl Ln 9% of nJ antl ets ol n\/\q) 11

0 408 922 Storage tji me (days) 0 _ '35 Teﬁﬁsdeconsewit% 5 Group A (40
97 99 80 36 Control (4[er rIOC) T 1 moa’ 2m0§6 23

0 10 The enbryos strered—at—4erri-c~urder—hyporda—tr—etdi—eor~ ti nue to grow
Wi t hout the appear 4 rierebrysns epiverid wopg e ﬁro599 lat’®®h {n1é&%acli|y the sane
wayh«<as the cont r ol|_EPRSYpsEmoips Th‘e'"s‘ba[itl"’é?ol hitB#% i bn of the
growt H°of the somatic enbryos. by :keeping them under hypoxia in oil at

4[ err] C doam nabrged §@Clks bhbrybrisadni hypbwe Sdus hiil @aldsent 0Baudbupt @i Intérdnt ilieyles O
resune gembwins téddins. Exanple 2 Somatic carrot enbryos (average size 460
um are sterreIetfeaaprédi[w ljquis@elsylturddes eBbiyod sorowitiauiskreicsoide, iEteantd beblité. The

enbr y%§ ar di gphide | FP%spayr dag drpbridas kenservésad adnoisf ey hyporip aeuswile epde B#% row leé ght
of 200 | G'X'bWQ\S témoins conseryéss2 eely dansimmifieu dsf cultire fiayide el 'esyobegecdon AMbryens avRgune g

t he stor a@@hepcypqlq)eprmgt dgprskien diippiber leur croissance sans altérer sérieusement leur viabilité.

Exemple 5

Des embryans somatiques de caféier, au stade coeur avaricé, d'une taille moyenne de 1100 um ou au
stade torpille, d'une taille moyenne de 1320 um, sont conservés 2 I'obscurité & 15°C pendant 1 mois, soit
en hypoxie sous huile de paraffine, soit en milieu de culture liquide, selon fa méthode décrite & I'exemple 1.

Aprés conservation, les embryons sont réchaufiés jusqu'd température ambiante et lavés.

On observe I'évolution de la taille des embryons au cours de la période de conservation.

% - On obtient les résultats suivants: ._

\./ Taille des embryons (um)

Temps de consarvation

0 | 1mois

Embryons coeur avancé.

Hypoxie'-sous huile 1100 - | 1300
45 Témoin 1100 2'470

Embryons torpille.

Hypoxie sous huule 1'320 1750
Témoin = 1320 2790

50

De la m8me maniére que dans I'exemple 4, on remarque que les embryons en hypoxie sous huile
croissent plus lentement que les embryons témoins.

On cultive pendant 10 jours les embryons sur un milieu semc-sohde de Murashige et Skoog, et on
reléve le taux de viabilits.

8 On obtient les résultats suivants: B



Vo O

The follow ng results are obtained: Size of the enbryos (um 30 -
Storage tine (days) O 18 - 29 46 61 81 95 Hypoxia in oil
460 596 601 701 625 545 EPSB4083922B1 dar kness Hypoxia in oil

460 610 603 659 547 651 . .548 200 |ux 40 Control, darkness

460 999 1325 2811 36447454 11670 Control 200 lux 460 1120 1508
2493 4634 7602 9941 1 Embryons coeur avancé | Taux @b viBBtEQRP |1t can be seen

t hat the enbryos kept undefy NypoXl a i1 [have ngralry devel oped in size
whet her stored in light or mi?ﬁ%?ﬁ@ouwmga alos-ure%o |l i ghy during storage of

the enbryo does 5 not arpea-r—-(-'aa—a-f—i-ee-t—a ts viability.] The absence of
light has no effect on the| dedambeyorsitorpifghi biti on i nduced by the conbination
of hypoxia in oil and a | ow L AR5 8dud hille §<aml e 10 Somati c
enbryos of the coffee tree, Codéhahp ar abi cal] at 'thyg advang¢ed torpedo stage
(average size 1590 un) ar e-wastred—amd—ptaced—omcutturepl ates by the

nmet hod described in Exanple 1. Three groups (A), (B) and (C) of enbryos are
coated 15 W'fﬂtcj& As | ayer of sterilized liquid paraffin oil in a quan- tity
of appr oxi rra‘{ % oil for S to 8 enbryos. Three control groups of

enbryos arg, b5 50 18 K G o U WRinkel)
of embryos urgs e,% Q¥ b dnfbade avécsunéﬁouche al'h %«of’aii' i%m%h&iq SaP
(B) at I9[ er rgyfariodi6 afsculitd sondibif! Ry fidid ded bmiry rf‘sch sfagrss. A Tirst control ‘group

is stored at 4[err]C, a second at 10C and a third at 15[ err]C. The groups
are kept ip OBéKtESord @ rodticaiON ) caaelérds Gal KERitrRb UssGdorydhs At @3t embryons

t enper at ur e. somdtlagesenbryos are 25 washed by the nethod described in

Exanpl e .1 and are then cultured on a Murashi ge and Skoog seni-solid nedi um
After cdlt ar eréosds s$ebndayesendichtion \1j catctérigéypal @\ieit quaf'hiila enairteoany Olsypoxe est une huite
det er m ned. 'ﬁ'mgifmbrb@wuﬂgu végétalb s unerhwilepdstswitisel: 30 Viability level (%
grow h resunption) Goup A (4[err].O 0] Group B (10C) 0

conpar i son%3Precé fylog Iq 1e%e ndicat q;)’i caractén@(par le fgibque I'huile maintenant I'hypoxie gt ympchuie 2
Control f4[ er‘3|"]p€3)*"ar""’"q“"Jle 0] Oontrol (10][err]c) . corrparl son 5

%?;t '[ 8:' n( é E)%ﬁ ‘%‘% 'ﬁﬂ'f’"ﬂ C'g'ilsg R rnlﬁ)g"’f" W enbr%/ios St ! sousahunle sonto

conserv une e ature sup joure de 1 °C au sen5| oud des embryons
considérés.

6. Procédé selon la revendication 1, caractérisé par le fait que les embryons sont conservés 3 'obscurits.

7. Procédé seloh la revendication 1, caractérisé par le fait que les embryons sont des embryons
somatiques de carotte et qu'ils sont conservés & une température comprise entre 2 et 8°C.

8. Procédé selon la revendication 1, caractérisé par le fait que fes embryons sont des embryons
somatiques de caféier et qu'ils sont conservés 2 une température comprise entre 12 et 20°C.

Prooédé de conservation d‘émbn}oﬁs végétaux, caractériéé par le fait que les embryons enrobés
d'huile sont encapsulés dans des polyméres naturels ou artificiels.

10. Semence artificielle obtenue selon la revendication 9.

Claims

1. A process for storing plant embryos, characterized in that the embryos are kept under hypoxia by
coating with a layer of oil and then cooled and stored at a temperature above the cold sensitivity
threshold of the embryos in questlon

50 2. A process as claimed in claim 1, characterlzed in that the embryos are somatic embryos.

3. A process as claimed in claim 1, characterized in that the oil mamtammg hypoxia is a mmeral oil, an oil
of vegetable origin or a synthetic oil.

55 4. A process as claimed in claim 3, characterized in that the oil maintaining hypoxia is a liquid paraffin oil,

8. A process as claimed in claim 1, characterized in that the embryos under hypoxia in oil are stored at a
temperature 1 to 10°C above the cold sensitivity threshold of the embryos in question. :



10 inaliquid culture nmedium The coffee tree enbryos |l at_ a

tenperature of 15 C It is thus inpoigpanjogtgdateke i nto accfﬂﬁmumglﬂgumu)ml
sensitivity threshold of the species in question for the 1 c .
determ ning the m nimum storage tenperature. Exanple 4 Somatic coffee tree
enbryos at the advanced torp%q‘gwg&sacggurgéﬁc%r et 2‘5 Zv‘?bﬂiey im) are stored at

15[ err] C under 20 hypoxi & )nrd I n Exanple 1.
After-storage for 1 or 2 nt hdypoxidygpueiddie yok are 178- heat ¢d to anbi ent

tenperature and washed. Theg deV@ompnent of fhe si 4 of the enbryos during
the stordge period is observedemggonstorpile [|I1N€ fOllowing ftesults are

obt ai ned: Size of the enbryes—{tm—Sterage—4+re—36 - -

0 1 nonth 2 ront hsPyPaske spsshdildder hypoxita 1590 . 1680
1710 in oil 35  Control pJRQn © 15985 2§80 3590 It
can be seen that.the enbryos under hypoxia in oil 40 grow nuch nore
slowmy tfan the control enbryos. The viability of the enbryos is detern ned
after 14Revendications 0 408 922 culture for 10 days on sem -solid

medium It is 70%for the enbryos stored for 2 nonths under hypoxia in oil
and 84% f or1.t Reocéddrder evhseemtinn\dimnbromy @déthuar caPactbristt tus fol fait Guasded enshuyods sank teinie-
medi um (oat i mes @ hyppie parisnipbage wrectune cougheed’hile puis adfroldis|et tinamvas dalnk denpbtebre
growth to be &frEewe fuseyil dersensitiilitg qudigidydes protryons cepsidérEtant |y affecting their
viability. Exanple 5 Somatic coffee tree enbryos at the advanced heart 10
stage (aved ag’ycéﬂéz?'ombofemww%?" At caridrisdy Pﬂeéofa% {04y des( UNREYORE) SOl dog embrygns

un) tare stor eG*PHEr kness at 15[err]C for one nonth either under hypoxia
i n paraff n oil [ l'iquid cultur di um by the nethod described in
Exarpl e 1. % (B b e esan sk 3@%@3%"& P F56e oo ne i
termperat ure and NETEGHUe FEORIBPLIP ISP SYHEi ze of the embryos during

: EZ > Lg; 3324. ?Eﬁ oidn WrGEnEHon 3NEraliBis B 18 Q;itrq% WhinS nrdnfendP @@g&}%‘g’egt l?’iezln@ilegf

fiquide. : .
1 nonth &5 Ad?/range'amﬁeeart enbryos -Hypoxia in oil

1100 5l 3R cEBNsloR la revendication 1, caractérisé par lo fait que les em £H3 en hyhoxie%ét?s@u@soﬁt'
Tor pedo enbry@snsbiaaX i tefp&atire supérieure de 1 & 10°C au seuil deledrdbilité au froidlddedmbryons
Cont r ol considérés. : 1320 2790 40 in

Exanple 4, it can be seen that the embryos under hypoxia in oil grow nore
sl ow y t#ars.t ReceBrbibola r@miticns.1, caractérisé par le fait que les embryons sont conservés 4 'obscurité.

7. Procédé seloh la revendication 1, caractérisé par le fait que les embryons sont des embryons
somatiques de carotte st qu'ils sont conservés & une température comprise entre 2 st 8°C. '
35

8. Procédé selon la revendication 1, caractérisé par le fait que les embryons sont des embryons
somatiques de caféier et qu'ils sont conservés & une température comprise entre 12 et 20°C.

9. Procédé de conservation d'embryons végétaux, caractérisé par le fait que les embryons enrobés
d'huile sont encapsulés dans des polyméres naturels ou artificiels.

10. Semence artificielle obtenue selon fa revendication 9.
Claims

1. A process for storing plant embryos, characterized in that the embryos are kept under hypoxia by
coating with a layer of oil and then cooled and stored at a temperature above the cold sensitivity
threshold of the embryos in question.

50 2, A process as claimed in claim 1, characterized in that the embryos are somatic embryos.

3. A process as ¢laimed in claim 1, characterized in that the oil maintaining hypoxia is a m_ineral oil, an oil
of vegetable origin or a synthetic oil.

56 4. A process as claimed in claim 3, characterized in that the oil maintaining hypoxia is a liquid paraffin oil.

5. A process as claimed in claim 1, characterized in that the embryos under hypoxia in oil are stored at a
temnperature 1 to 10 ° G above the cold sensitivity threshold of the embryas in question.
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The enbryos are cultured for 10 days on a Mirashige

determined. The follow ng resul { SEROAOBBRABICd: 5 Hlltlll N R fmﬂl I
Viability level (% Advanced heart enbryos - Hypoxia in Ol ¢t

I7-|§/5pEJXIanIté’ Ol process as claimed in clalm 1, characterized in th?tfhe er%gﬁf Frglstored r&)a%ngs enbr yos -

95 16 A roce cla med m clai ' 8'3 ?rﬁéi%&?cﬁg 'Aflea% %nbryos é\e%&&&?%ﬁm& Qﬁ\b &sanh Q«g

pl aRt. enbry ryos are ypox
coat| ng wt a ay and then cool ed and stored at a tenperature 5

above t heg.cql ﬂocsars%laawadt.x ool £hRhcibrinda i e KEBR bOSs s &b SRS EAHAE tred embryds
process as G&&dr&&&edaa%rﬁﬁemtuleof(ibﬁf@@berl zed int nbryos are

somati c enbryos. 3. -A process as clainmed in claim 1 char acterized in
that 10 9. WRocesslforstdrifg plam iem@rybs/ BRekdcRrized ifthi tﬁbe«ﬁ«sdoatea bmbrdd &8 éncalfsulated in
veget abl e onatgrainor eificial gojdeet i ¢ oI | . 4. A praocess as clained in claim3,
characterized in that the oil maintaining hypoxia is a liquid paraffin oil.
5. A prifc édificial seed$ ehtained in avcadiancewith clagh@r act eri zed in that 15 t he
enbryos under hypoxia in oil arestored at a tenpera- ture 1 to 10C above
the col d Retandanep¥iPhe, t hreshol d of the enbryos in question. 6. A process
as claf®ned in claim1, characterlzed in that the enbryos are stored in

dar kness. - pYferfahren zur Ko nzlichey Empruenenndadyreh gekennzelphipty dafrie Fainvepent hat

o 62? jc e d%?a %ﬁ% %é Eag g EP%@ ol o ﬁwm"af’"e%'ﬁgf e porDis K %ﬁ%?oi ho

enbr are soma |c coffee.tree enbryos and are stored 25 at a

te Wpef at uj ﬂ&héﬁ eL {thcﬁ ‘i]cﬁdur&v %ekednﬁ%e%&q i Rhbryonidh Shhudthd BhorGoHh Xif?é

charact erl zed Int e Ol coa ryos are encapsulated 1n natural or

artificiad RetahdRhsn Ail\Q)ruch A dabdrbitdeRbnnSRARR, dAPHAIT 86 Ah#ecaeaa{u% Biydlab Bin
claim9. Ot organischen oder pflanzlichen Ursprungs oder ein synthetisches Otist.
25
4. Verfahren nach Anspruch 3, dadur_c'-_:h gekennzeichnet, daB das 6! zui' Aufrechterhaltung der Hypoxie ein
flissiges Paraffind! ist, :

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch .géke_nnzeichnet, daB die“' Embryonen unter Hypoxie unter O1 bei
30 einer Temperatur konserviert werden, die 1 bis 10°C oberhalb der Empfindlichkeitsschwelle der
jeweiligen Embryonen gegeniiber Kélte liegt.

6. Verfahren nach -Anspruc'h 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Embryonen in der Dunkelheit konserviert
werden.

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch 'gekennz'eichnet, daB dfe Embryonen somatische Karottenembryo-
nen sind und bei einer Temperatur zwischen 2 und 8° C konserviert werden.

8. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzelchnet daB die Embryonen somatische Kaffeebaumem-
40 bryonen smd und bei einer Temperatur zwischen 12 und 20 C konserviert werden.,

8. Verfahren zum Konservieren pflanzlicher Embryonen, dadurch gekennzeichnet, daB die mit Ot umhall-
ten Embryonen in natlrliche oder klinstliche Polymere verkapseit werden.

45 10. Ein kiinstlicher Samen, der nach Anspruch 9 erhalten wurde.

60
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