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DESCRIPCION
Dispositivo separador, dispositivo de deposicion y sistema para manipular embriones vegetales somaticos
Antecedentes de la invencion
Introduccion general al drea del problema

La embriogénesis somatica en plantas es un proceso en el que se forman embriones somaticos a partir de un
explante inicial que es una célula en un tejido vegetal. Los embriones somaticos formados son copias genéticamente
idénticas de la planta que proporciona el explante inicial. De este modo, el proceso de embriogénesis somatica
ofrece una herramienta para obtener un gran nimero de plantas genotipicamente idénticas para la multiplicacion de
genotipos seleccionados de interés comercial, para la conservacién de especies en peligro o para generar material
vegetal genéticamente uniforme con fines de investigacién.

Antecedentes fisioldgicos de los procedimientos relacionados con el problema

Para producir plantas a partir de embriones somaticos de coniferas se aplica un procedimiento de multiples etapas
para cumplir las necesidades fisioldgicas de las diferentes etapas de desarrollo, como se describe mas adelante y se
muestra en la figura 1. El inicio de la embriogénesis somatica comienza con la induccion de embriones somaticos a
partir de un explante inicial, normalmente un embrién cigético inmaduro, en un medio de cultivo solidificado que
contiene regulador del crecimiento de plantas. Los embriones somaticos siguen formandose, normalmente en el
mismo medio de cultivo de la composicién, y una forma de cultivo embriogénico en proliferacién. En la etapa de
proliferacién tienen lugar varias de las caracteristicas clave consideradas generalmente beneficiosas para el proceso
de la embriogénesis somatica: (i) la propagacién de masa de propagulos genotipicamente idénticos mediante una
multiplicacion sin limites de tejido embriogénico inmaduro; (ii) el almacenamiento criogénico de embriones en
proliferacién confirma un almacenamiento practicamente eterno de clones, es decir se establece un banco de
clones, (iii) la modificacion transgénica del embrién somatico inmaduro permite la propagacion a gran escala de
propagulos mejorados genéticamente.

En la etapa siguiente del procedimiento, el embridn somatico en proliferacién se somete a un medio de crecimiento
que desencadena que el desarrollo del embridn progrese a la etapa de maduracién. La conversién de proliferacion
en maduracién sélo se produce en una fraccion de los embriones en proliferacién en el cultivo: Se encuentran
indices de conversion bajos con mas frecuencia en genotipos de especies de coniferas recalcitrantes, pero son
frecuentes en todas las especies de coniferas asi como en otras especies de plantas. El trabajo manual necesario
para recoger embriones aumenta con la disminucién del indice de conversién y, de este modo, el coste y el riesgo
de contaminacion y otras inexactitudes. El indice de conversidon bajo de proliferacion a maduraciéon es un cuello de
botella principal para las aplicaciones comerciales a gran escala de procedimientos de embriogénesis somatica.
Para la germinacién, los embriones somaticos maduros se someten a diferentes regimenes de cultivo para inducir la
formacion de raices y de brotes, en una serie de etapas diferentes; desecacion, tratamiento con sacarosa, induccion
con luz roja y estimulacién con luz azul. Después, los embriones germinados que se estime que se han desarrollado
adecuadamente se transfieren a un material de abono y se transfieren gradualmente a un ambiente ex vitro durante
el cual se reduce el contenido en sacarosa. Los diferentes tratamientos durante la germinacién en una planta
requieren la manipulacion manual repetida de germinantes y plantas individuales, lo que afade un coste
considerable al procedimiento global.

Produccion de plantas a partir de embriones somaticos

El procedimiento de la técnica anterior para producir plantas a partir de embriones somaticos requiere la
manipulaciéon manual en varias etapas, lo que hace que el procedimiento requiera tiempo y sea caro e impreciso.

Para las especies de coniferas, los procedimientos estandar usados implican varias etapas cuando se requiere
manipulaciéon manual. El procedimiento general se indica en la figura 1 (véase, por ejemplo, von Arnold S, Clapham
D. Spruce embryogenesis. 2008. Methods Mol Biol. 2008; 427:31-47; Belmonte M F, Donald G, Reid D M, Yeung E
C y Stasolla C. 2005. Alterations of the glutathione redox state improve apical meristem structure and somatic
embryo quality in white spruce (Picea glauca). J Exp Bot, vol. 56, n.® 419, pags. 2355-2364).

Hay cuatro etapas que dependen de la manipulacién manual para obtener una planta pequefia del embrion soméatico
maduro como se observa en la Figura 1. La primera interaccion manual se produce cuando [1] el embrién maduro se
aisla de embriones inmaduros (120) y se coloca horizontalmente en un contenedor de plastico en condiciones
estériles; la segunda [2] se produce tras 3-7 dias de reposo (130), después, el embrién maduro se transfiere a un
medio de cultivo en gel para el inicio de los procesos de germinacion. El embrién somatico germinado iniciara, en la
composicién del medio de cultivo y las condiciones de luz adecuadas, raices (140). La tercera transferencia manual
[3] es cuando el germinante que ha formado una raiz pequefia se transfiere a una posicién vertical con la raiz
parcialmente sumergida en medio de germinacién liquido (150). La cuarta [4] y ultima transferencia es cuando el
embridn germinado tiene una raiz primaria y pequenas raices laterales, después se transfiere a un sustrato sélido en
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una maceta para la formacion de la planta posterior (160).

Tabla 1 Lista de designaciones pertenecientes a la figura 1.

Elemento Designacién

100 Embrién maduro

101 Corona de un embrién maduro

102 Pie de un embrién maduro

103 Anchura de la corona de un embriéon maduro
104 Longitud de un de un embrién maduro
120 Fase de maduracién

130 Fase de reposo

140 Fase de germinacion

150 Fase de formacion de planta in vitro
160 Fase de formacion de planta ex vitro

En el procedimiento disponible hasta la fecha para producir plantas a partir de embriones somaticos, los embriones
se recogen manualmente del tejido embriogénico inmaduro. Esto requiere tiempo y es ineficaz. Los documentos
US06684564 y US7568309 de la técnica anterior ensefian la automatizacion de las transferencias manuales que
sustituyen al ojo humano, el brazo humano y las pinzas con sistemas de vision, cintas transportadoras y brazos
robéticos automatizados con puntas de succion para recoger los embriones de cintas transportadoras porosas para
depositarlos en un destino de un modo muy similar a como lo hace el ser humano. No obstante, este enfoque,
andlogo a la automatizacion del movimiento de un ala de un ave, por alas de robot para el vuelo, es demasiado
complejo y poco practico por varios motivos, como se indica mas adelante. Por tanto, seria deseable proporcionar un
modo simple y practico para realizar la separacion y la deposicién de los embriones mas rapido y mas
eficientemente. Los embriones somaticos maduros producidos estan pegados inicialmente con tejido embriogénico
inmaduro en racimos. Esto hace el proceso mas complejo, ya que primero se tienen que separar los embriones del
tejido embriogénico inmaduro en el racimo rompiendo el racimo. La técnica anterior no ensefia coémo romper los
racimos embriogénicos de un modo automatico.

Rotura de los racimos mediante un dispersor

En la solicitud de patente PCT/US09/39981 se divulga un procedimiento de romper rapidamente los racimos basado
en la suspension de dichos racimos en medio liquido, tal como agua, y forzar los racimos en al menos una
secuencia de dispersion, en la que los racimos de masa embriogénica quedan expuestos a fuerzas de flujo dinamico
que causan la rotura de los racimos y la dispersion de los embriones individuales.

Segregacion de embriones mediante un separador

Cuando la masa embriogénica se dispersa en un liquido de acuerdo con el procedimiento presentado anteriormente,
una mezcla de embriones inmaduros y maduros y tejido embriogénico inmaduro se suspenden en el medio liquido.
En muchas aplicaciones es muy deseable segregar y recoger los embriones de la masa embriogénica dispersada
antes del procesamiento adicional posterior. Por ejemplo, si la intencion es formar una imagen y analizar la forma y
el estado de los embriones, como en Harrell y col., 1993 (Computers and Electronic in Agriculture, 9), es muy
deseable tener Unicamente embriones suspendidos en liquido sin ningln tejido embriogénico inmaduro con el fin de
evitar oscurecer la imagen. Las tareas de reconocimiento y andlisis de imagenes se hacen mas dificiles y tediosas si
la imagen contiene mas objetos que Unicamente el embrion. Ademas, la tarea de procesar imagenes requerira mas
tiempo y afectara de forma adversa al procesamiento y los indices de conversion. Por tanto, existe la necesidad de
procedimientos y medios de un separador eficaz para segregar y eliminar selectivamente y guiar Unicamente los
embriones a partir de la masa embriogénica dispersa en una corriente de flujo aparte de un modo rapido y eficiente.
Disponer de embriones individuales Unicamente en una corriente de flujo facilitaria el procesamiento adicional de los
embriones, que puede incluir la obtencion de imagenes digitales de los embriones individuales, analisis de imagenes
y caracterizacion de los embriones, incluida la identificacién y el control de la orientacion de los embriones antes de
la deposicion en un sustrato adecuado para la germinacién y produccion de plantas.

Es un objeto de la invencion proporcionar un medio automatico para segregar y separar suavemente los embriones
somaticos dispersos del tejido embriogénico inmaduro y guiar los embriones recogidos a una corriente aparte de
liquido de un modo rapido y eficiente.
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Medio de deposicion de embriones

Los procedimientos de la técnica anterior para producir plantas a partir de embriones somaticos requieren
manipulaciéon manual intensiva y son, por tanto, caros para la produccion de plantas. Los intentos para automatizar
las etapas usadas en la operacion manual han fallado debido a los complejos dispositivos desarrollados para
automatizar la transferencia manual y la liberacién de embriones por medio de partes méviles tales como cintas
transportadoras y brazos roboéticos elaborados. Por ejemplo, los documentos de la técnica anterior US7568309 y US
6.684.564 ensefan medios de transferencia de embriones en una semilla artificial por medio de una cinta
transportadora porosa y brazos robéticos méviles equipados con puntas de succion para recoger el embrién de la
cinta transportadora y depositar el embrion por medio de un brazo robético mévil fijado a un rail en una semilla
artificial. Dichos procedimientos requieren muchas partes moviles, tales como poleas y motores para impulsar la
cinta transportadora, dispositivo(s) de succion para vaciar el exceso de liquido del embrién, y un montaje de brazo
robético elaborado fijado de manera mdvil a un rail con control de precision para localizar y recoger el embrion de la
cinta transportadora. Dado que el embridén es un objeto pequefio y delicado, el brazo robético debe tener un medio
sensible y preciso para recoger y transportar los embriones sin danarlos. Como se explica en el documento US
6.684.564, la cinta transportadora debe dejar de moverse cuando se detecte un embrién con el fin de que se tome la
imagen del embrién y se capture por el medio mecanico de un brazo robético. Una cinta transportadora que tiene
que moverse y detenerse cada vez que se detecta un embridn crea un proceso inherentemente ineficiente. En
general, la técnica anterior ensefa un enfoque que requiere muchas partes moviles, incluidas las cintas
transportadoras y los montajes de brazos robéticos, o que hace que el estado actual de la técnica sea poco practico.

Por tanto, un objeto de la invencién es proporcionar un procedimiento y un dispositivo ventajosos para liberar un
embrién en un receptor de embriones deseado sin necesidad de poleas, cintas transportadoras, brazos roboéticos o
dispositivos con partes moviles.

Sistema

Es otro objeto de la invencién proporcionar un sistema para procesar embriones somaticos vegetales realizando el
proceso de separacién y al menos una etapa de proceso adicional de todo el proceso desde un birreactor hasta un
propagulo plantado, lo que proporciona un medio rentable de manipulacion y produccién a gran escala de plantas a
partir de embriogénesis somatica.

Definiciones

Para los fines del presente documento, las expresiones embrién somético, embrién y embridon somatico vegetal se
usan de forma intercambiable. Los términos se refieren a embriones vegetales derivados de tejido somatico de una
planta, ya sean maduros o inmaduros.

La expresién masa embriogénica se refiere, en conjunto, al material vegetal que consiste en tejido embriogénico
inmaduro o embriones maduros y tejido embriogénico inmaduro, presente en el cultivo liquido o sélido de embriones
somaticos. La expresion tejido embriogénico inmaduro se refiere a todo material distinto al embrién que esta en la
masa embriogénica. El término tejido se usa en el presente documento de un modo poco convencional que consiste
en células en gran medida indiferenciadas, y no debe confundirse con la referencia normal al tejido vegetal con
células especializadas.

Las expresiones racimos embriogénicos, racimos de embriones o racimos se usan de forma intercambiable. El
término se refiere a ensamblajes de masa embriogénica vegetal mantenida junta como material solido continuo de
tamanio finito en medio sélido o en medio liquido.

La picea de Noruega es una especie de picea, cuyo nombre en latin es Picea abies, nativo de Europa.

Las direcciones ortogonales en las coordenadas polares se dan por direccién axial (z), radial (r) y angular (o
azimutal) (6). Estas direcciones corresponden al eje central de un cilindro que es normal a la seccién transversal
circular del cilindro. Las direcciones radial y angular apuntan a lo largo del radio y normal al radio sobre la superficie
transversal respectivamente.

Flujo axisimétrico se refiere al flujo en el interior de un tubo en el que la superficie transversal del tubo siempre es
circular y, por tanto, existe una simetria con respecto al eje del tubo. En otras palabras, nada cambia a lo largo de la
direccion angular (o azimutal).

Gradiente de presién se refiere al indice de variacién de presién con respecto a una direccion axial dada.
Gradiente de presién axial, radial, angular se refiere a las variaciones de presion (p) en las direcciones axial, radial,

ép dp dp
angular mostradas respectivamente en términos matematicos como derivadas parciales 3,23, ’3g- E! término

vortex (en plural vortices), como se usa en el presente documento, es un término que hace referencia a un flujo que
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posee vorticidad con un movimiento de centrifugacion o giratorio alrededor de un eje central.
El flujo de vértex se puede clasificar como vértex libre (no rotatorio) o vértex forzado (rotacional).

Como se usa en el presente documento, el término vorticidad en términos matematicos, es la rotacional del campo
de vectores de velocidad; por tanto, es una cantidad vectorial con magnitud y direccién. En otros términos, el valor
de la vorticidad en un punto en el flujo esta relacionado con la velocidad de rotacion de las particulas de fluido en un
punto en el campo de flujo.

El término vortex libre, como se usa en el presente documento, se refiere al flujo de vortex en el que las particulas
de fluido retienen su orientacion mientras el flujo rota alrededor de un eje (es decir, la vorticidad es cero) en todo el
flujo a excepcion de cerca del eje central (donde en términos matematicos existe una singularidad). Al colocar una
flecha hipotética que se mueve con las particulas de fluido, la flecha continua apuntando a la misma direccién
mientras rota alrededor de eje con el flujo. Un vértex colector no rotatorio ideal podria ser un ejemplo de un vértex
libre.

El término voértex colector como se usa en el presente documento se refiere al campo de flujo real producido en las
proximidades de una region de drenaje, dicho drenaje podria ser por cualquier medio, incluido drenaje natural
dirigido hacia abajo por gravedad o el drenaje en cualquier direccion inducido por presion diferencial u otro medio.

El término vortex forzado, como se usa en el presente documento, se refiere a un flujo de vértex en el que el fluido
se mueve en una rotacion de cuerpo sélido, lo que significa que no hay cizalladura en el flujo y, por tanto, la
vorticidad es constante en todas partes e igual a 2 ¢ donde ¢ es la velocidad de rotacion. Una flecha hipotética que
apunta al eje de rotacion y fijada a las particulas de fluido en un vortex forzado continla apuntando al eje de rotacién
al tiempo que rota alrededor del eje.

Cotiled6n, una parte de un embrién vegetal (100) que se convierte en las primeras hojas embrionarias de una
plantula. El cotiledon se localiza en un extremo de un embrién vegetal opuesto al extremo en el que en ultima
instancia se formaran las raices (pie (102)). Cuando hay varios cotiledones, pueden formar una estructura
denominada corona (101). El diametro de la corona se refiere al diametro de una estructura de corona en su lado
mas ancho (103).

Longitud de un embrién vegetal se refiere a la distancia lineal desde la punta del extremo de la raiz a la punta del
extremo del cotiledén medida a lo largo del eje longitudinal del embrion (104).

Los términos tubo, canal y canal de flujo se usan de forma intercambiable. Los términos se usan sin referencia
especifica a ninguna forma geométrica concreta de la seccion transversal, a menos que se indique especificamente
lo contrario.

Las expresiones dinamica de fluidos e hidrodinamica se usan de forma intercambiable y se refieren a los mismos
principios fisicos del flujo de fluidos.

Tensién es la medida geométrica de la deformacién que representa el desplazamiento relativo entre puntos en el
cuerpo material; se representa como la proporcién o porcentaje de deformaciéon en relaciéon con la dimension
original.

Tensién normal define la proporcion o porcentaje de la cantidad de estiramiento o compresién a lo largo de
elementos de la linea del material (proporcion entre la deformacion y la longitud original en la direccion de la
deformacion).

Tensién de cizalladura define la proporcién o porcentaje de la cantidad de deformacion relativa a la dimensién
original asociada con el deslizamiento de las capas del plano material una sobre otra.

Tensién de extensién es una tensién normal en la que el elemento se estira.

Tension de extension axial es un elemento que se estira a lo largo de una direccion axial.
Tensién de extension radial es un elemento que se estira a lo largo de la direccion radial.
Tensién de compresién es una tension normal en la que el elemento se contrae.

Tensién de compresién axial se refiere a la deformaciéon de un elemento que se contrae a lo largo de la direccién
axial.

Tensién de compresion radial se refiere a la deformacién de un elemento que se contrae a lo largo de la direccién
radial.
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El indice de tensidn es el cambio en la tensidn con respecto al tiempo.

Diametro hidraulico, Dn, es un término usado para caracterizar el flujo en tubos y canales no circulares. Por
definicion, viene dado por Dh= 4 A/ S, en la que A es el area transversal del tubo o canal no circular y S es el
perimetro mojado de la seccién transversal.

La velocidad media en un canal se define como velocidad de flujo volumétrico dividido por el area transversal del
canal.

La proporcion de contraccién se define como la proporcion de la velocidad media en la salida y la velocidad media
en la entrada en un canal.

La tension media es la tension promediada sobre una superficie.

El indice medio de tension es el indice de la tension promediada sobre una superficie.

La viscosidad dinamica de un fluido es la proporcién entre la tension de cizalladura y el indice de la tensiéon de
cizalladura, una constante para un fluido newtoniano. Agua, glicerina, aceite de silicona son ejemplos de fluidos
newtonianos.

El perfil del indice de tension es un perfil que muestra la variacién del indice de tension.

La unidad de longitud en milimetros se abrevia como “mm”.

La unidad del indice de tension como inversa del segundo se abrevia como “1/s”.

En general, un flujo con un indice de tension promedio mas alto impondra una tension promedio mas alta sobre una
particula (o embrién) o sobre un racimo de particulas (o racimo de embriones) suspendido en el fluido.

Los términos capa limite, capa limite viscosa y capa limite fina se usan de forma intercambiable para querer decir la
capa limite formada por un flujo rotatorio forzado dentro del contenedor circular con o sin la presencia de una capa
limite de absorcién.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. llustra un procedimiento general de produccién de embriones somaticos vegetales.

Figura 2. llustra la construccion de ciertos detalles de una realizacién determinada de un dispositivo separador de la
invencion.

Figura 3. Vista desde arriba y desde debajo de ciertas realizaciones de un dispositivo separador de la invencion.

Figura 4. Muestra el nivel de liquido en el contenedor separador interno (5), antes de la operacion (A) y durante la
operacion (8).

Figura 5. llustra diferentes realizaciones alternativas de las salidas del tubo de alimentacion (14a, 14b, 14c).
Figura 6. llustra diferentes realizaciones alternativas para el medio de rotacion (18a, 18b).

Figura 7. llustra una realizacion de un dispositivo separador de la invenciéon adaptado para un uso continuo. Ay B
ilustran medios alternativos para regular el flujo a través del conducto (7).

Figura 8. llustra el flujo secundario asociado con la capa limite durante la operacion.
Figura 9. llustra una realizacion de un sistema automatico que divulga las unidades de operacion.

Figura 10. llustra un sistema automatico completamente integrado que comprende unidades de la invencion como se
verifica en la parte experimental.

Figura 11. llustracion de la deposicién para germinacién y la unidad de germinacién.
Figura 12. llustra la deposicion de embriones orientados.

Figura 13. llustracion de una unidad dispersora axisimétrica.
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Figura 14. llustracion de una unidad dispersora no axisimétrica.

Figura 15 a -f. llustracion de una unidad de orientacion-clasificacion-deteccion
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Tabla 2. Lista de designaciones pertenecientes a las figuras.

1

2 Estructura de soporte superior

3 Estructura de soporte inferior

4 Contenedor externo

5 Contenedor separador

6 Pared inferior del contenedor separador

7 Conducto del contenedor separador

8 Sensor

9 Conducto de alimentacion

10 Centro axial del contenedor separador (5)

11 Eje hueco

12 Motor del eje hueco

13 Contenedor corriente arriba

14 Salida del conducto de alimentacién (9)

15 Barrera liquida del contenedor externo

16 Abertura en el contenedor externo

17 Tubo de drenaje del contenedor externo

18 Medio de rotacion

19 Bloque de la base

20 Capa limite

21 Nivel de fluido en el contenedor separador al comienzo
22 Nivel de fluido en el contenedor separador durante la operacién
25 Salida secundaria

30 Tercera salida del contenedor (5)

31 Tubo de drenaje del contenedor separador (5)

32 Tubo de extraccion

33 Extremo inferior del tubo de extraccion

34 Orificio en la estructura de soporte superior

35 Actuador lineal

36 Valvula, como una valvula de asentamiento, pasante, rotatoria 0 de aguja o un conjunto de dichas valvulas

Bastidor del alojamiento

(opcional)
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290

300

305

310

315

320
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Valvula de drenaje (opcional)

Unidad de control (opcional)

Diametro interno de una realizacion circular de un conducto (7)
Diametro interno de una realizacion circular de un contenedor separador (5)
Diametro interno de una realizacion de medio de rotacién 18a
Diametro de una realizacion de medio de rotacion 18b

Altura del contenedor separador (5)

Biorreactor

Sistema para procesar los embriones somaticos vegetales
Extraccion de racimos embriogénicos

Transferencia de racimos embriogénicos

Dispersor

Transferencia de la masa embriogénica dispersada
Separador

Transferencia de tejido embriogénico inmaduro
Transferencia de embriones separados

Diluidor

Transferencia de embriones diluidos

Deposicion para clasificacion

Seccion de prueba

Sistema de orientacién-clasificacion-deteccion

Transferencia de embriones orientados

Deposicion de embriones maduros orientados en los receptores de embriones

Fluido y embriones rechazados

Transferencia de embriones maduros aceptados
Germinacion

Vivero

Fluido de dilucién

Placa con contenedores de embriones
Perforaciones en la placa

Deposicion de rechazo

Accionador lineal de la tabla x-/y-

Sustrato
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325

330

335

340

345

350

360

365

370

375

380

381

382

383a

383b

385

386

387

388

401

402
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Cavidad en el sustrato

Espacio abierto entre contenedores de embriones
Conectores entre contenedores de embriones
Contenedor de embriones

Perforaciones en el contenedor de embriones
Orificio estrecho

Longitud del chorro libre

Salida

Seccidn recta del tubo antes de la salida 365
Direccion del flujo del fluido y embriones orientados
Diametro del tubo

Liquido de encapsulacién

Chorro de liberacion del liquido de encapsulacion
Embrion orientado dentro del chorro de liberacion
Embrion dentro de un chorro de liberacién inestable
Chorro de liberacion sustancialmente estable
Chorro de liberacion sustancialmente inestable
Vaso de liberacion del liquido de encapsulacion (tubo)
Tubo de liberacién interno

Segmento de un canal axisimétrico

Segmento de un canal axisimétrico

403 a 440 Dimensiones de acuerdo con la tabla 5

441

481

481a

482

482a

Tubo conector

Segmento de un canal no axisimétrico
Seccion transversal de 481

Segmento de un canal no axisimétrico

Seccién transversal de 482

442 2 490 Dimensiones de acuerdo con la tabla 6

501

502

503

504

505

Entrada de fluido
Tubo de entrada
Salida de fluido
Tubo de salida

Tino deposicién
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507

508

509

510

511

512

518

519

521

522

523

524

530

531

532

533

534

540

541

550

560

561

562

Dispositivo de deposicion
Interseccion

Valvula de entrada (opcional)
Valvula de salida (opcional)

Detector de orientacion

ES 2546411 T3

Detector del tubo de deposicién (opcional)

Detector del tubo de salida (opcional)

Direccion del flujo

Valvula de interseccion de tres vias (opcional)

Placa de destino secundaria (opcional)

Tubo de salida secundario (opcional)

Interseccién secundaria (opcional)

Drenaje de liquido (opcional)

Aberturas de entrada o salida de la valvula de interseccién

Alojamiento de la valvula de interseccion

Rotor de la valvula de interseccion

Canal de flujo del rotor de la valvula de interseccion

Diametro de entrada/salida

Dispositivo de la tabla mévil x, y (opcional)

Dispositivo para el tubo de salida movil x, y (504) (opcional)

Valvula de tres vias en la interseccion secundaria (523) (opcional)

Tubo de entrada/salida de aire al dispositivo de deposicion (opcional)

Entrada/salida de aire (opcional)

Filtro de aire (opcional)

Tabla 5. Lista de designaciones de dimensiones pertenecientes a la figura 13.

Posicién de seccion transversal

Diametro interno [mm]

Diametro interno preferido para picea de
Noruega

(403) 3,0-10,0 9,0-9,5
(404) 2,0-9,0 5,0-55
(405) 3,0-10,0 9,0-9,5
(406) 2,0-9,0 4,75-5,0
(407) 3,0-10,0 9,0-9,5
(408) 2,0-9,0 4,0 - 4,25
(409) 3,0-10,0 9,0-9,5
(410) 2,0-9,0 5,5 - 6,0
(411) 2,0-9,0 5,75 - 6,0
(412) 1,0-8,0 3,25-3,5

10
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(413) 20-9,0 5,75-6,0
(414) 1,0-8,0 3,0-3,25
(415) 2,0-9,0 5,75-6,0
(416) 1,0-8,0 25-2,75
(417) 20-9,0 5,75-6,0
(418) 1,0-8,0 25-2,75
(419) 2,0-9,0 5,75-6,0
(420) 2,0-9,0 5,75-6,0
Longitud en los detalles Longitud [mm]
(421) 30,0
(422) 10,0
(423) 30,0
(424) 5,0
(425) 30,0
(426) 5,0
(427) 20,0
(428) 10,0
(429) 20,0
(430) 30,0
(431) 5,0
(432) 30,0
(433) 5,0
(434) 30,0
(435) 5,0
(436) 30,0
(437) 5,0
(438) 20,0
(439) 10,0
(440) 10,0

Tabla 6. Lista de designaciones de dimensiones pertenecientes a la figura 14.

Ejemplos de dimensiones transversales internas

Forma de la seccién Dimensiones Lado de la flecha negra [mm]
interna internas [mm] (483)-(490) Lado de anchura [mm]

Alt. 1 Alt. 2 Alt. 1 Alt. 2 Alt. 1 Alt. 2

(442) circular 9,5 9,5

(443) Rectangular (483) 5,0 (483) 4,75 9.5 9,5

(444) circular 9,5 9,5

(445) Rectangular (484) 9,5 (484) 9,5 5,0 4,25

(446) circular 9,5 9,5

(447) Rectangular (485) 5,0 (485) 3,75 9,5 9,5

(448) circular 9,5 9,5

(449) Rectangular (486) 9.5 (486) 9,5 5,0 3,5

(450) circular 9,5 9,5

(451) circular 6,0 6,0

(452) circular 6,0 6,0

(453) Rectangular (487) 3,5 (487) 3,25 6,0 6,0

(454) circular 6,0 6,0

(455) Rectangular (488) 6,0 (488) 6,0 3,5 3,25

(456) circular 6.0 6,0

11
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(457) Rectangular (489) 3,5 (489) 2,75 6,0 6,0
(458) circular 6.0 6,0
(459) Rectangular (490) 6,0 (490) 6,0 3,5 2,75
(460) circular 6,0 6,0

Resumen de la invencion

En el primer aspecto, la invencién proporciona un dispositivo para separar embriones vegetales suspendidos en
fluido y tejido embriogénico inmaduro entre si, que comprende:

a) un contenedor separador (5), que, durante la operacién, contiene fluido que tiene una densidad menor que
la densidad de los embriones a separar, teniendo dicho contenedor una forma esencialmente cilindrica,
teniendo una pared inferior esencialmente plana (6), un eje esencialmente vertical y comprendiendo un
conducto de fluido (7) en comunicacion con el interior del contenedor, localizado en la region axial de la
pared inferior (6);

b) un medio de induccién de un flujo de rotacion axisimétrico en el fluido relativo a la pared inferior (6), que es
un objeto en rotacién colocado dentro del contenedor (5), de modo que durante la operacion:

i) se cree una capa limite viscosa (20) en la pared inferior (6);
ii) se cree un gradiente de presién radial en el contenedor separador (5);
c) medios de introduccion de los embriones suspendidos en fluido y el tejido embriogénico inmaduro a separar
en fluido presente en el contenedor separador (5) en una ubicacion alejada de la pared inferior (6), de modo
que durante la operacion

i) los embriones sedimenten sustancialmente mas rapido que el tejido embriogénico inmaduro;

i) los embriones entren en la capa limite viscosa (20), mientras que el tejido embriogénico inmaduro
permanece sustancialmente fuera de la capa limite viscosa (20);

d) los embriones que entran en la capa limite viscosa (20) se extraen dentro de la region axial de la pared
inferior (6) y hacia el interior del conducto (7); y

medios para recoger embriones de dicho conducto (7);
de modo que los embriones recogidos se separan esencialmente del tejido embriogénico inmaduro.
Preferentemente, el dispositivo del primer aspecto es un dispositivo en el que el conducto (7) estd colocado y
dimensionado de forma tal que los embriones que son arrastrados dentro de la regién axial de la pared inferior (6)
durante la operacién entren dentro del conducto (7) por sedimentacion rotacional.
Preferentemente, el dispositivo del primer aspecto es un dispositivo en el que el medio de recoleccién de embriones
comprende medios de recoleccion de embriones del conducto (7) sin alterar sustancialmente el volumen de fluido en
el contenedor.

Preferentemente, el dispositivo del primer aspecto es un dispositivo en el que el medio de

retirada de los embriones del conducto (7) sin alterar el volumen de fluido en el contenedor comprende una valvula o
un conjunto de valvulas (36).

Preferentemente, el dispositivo del primer aspecto es un dispositivo en el que

i) el dispositivo comprende medios de drenar fluido de dicho conducto (7), en el que durante la operacidn se crea un
vortex colector en la region axial de la pared inferior (6); y

ii) el medio de recoleccién de embriones comprende medios de recoleccion de embriones del vértex colector en el
fluido drenado del conducto (7).

Preferentemente, el dispositivo del primer aspecto es un dispositivo en el que el dispositivo esta adaptado para
operar de forma discontinua y comprende ademas medios de recoleccion selectiva de embriones durante un periodo
de tiempo tras la sedimentacién de los embriones pero antes de que el tejido embriogénico inmaduro haya tenido
tiempo de sedimentar.
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Preferentemente, el dispositivo del primer aspecto es un dispositivo en el que el dispositivo esta adaptado para
operar de forma continua y comprende ademas un contenedor separador (5) que comprende una segunda salida
(25) en la parte superior del contenedor separador (5) y medios de alimentar fluido dentro del contenedor separador
(5) a una velocidad superior a la velocidad del flujo del fluido desde el conducto (7), preferentemente por un factor
dentro del intervalo de 2-100, mas preferentemente por un factor dentro del intervalo de aproximadamente 5-20.

Preferentemente, el dispositivo del primer aspecto es un dispositivo en el que la segunda salida (25) se implementa
por medio de un contenedor separador (5) que esta abierto por la parte superior.

Preferentemente, el dispositivo del primer aspecto es un dispositivo en el que el medio de recolecciéon de embriones
del vértex colector comprende medios de recoleccién del fluido que sale del conducto (7).

Preferentemente, el dispositivo del primer aspecto es un dispositivo en el que el dispositivo comprende
adicionalmente medios de sustituir el fluido en el contenedor separador (5).

Preferentemente, el dispositivo del primer aspecto es un dispositivo en el que el dispositivo comprende medios de
drenar fluido de la region axial de la pared inferior (6) durante la operacién, que comprende un conducto extendido
desde arriba o en cualquier otra direccion hacia las proximidades de la regién axial de la pared inferior (6).

Preferentemente, el dispositivo del primer aspecto puede comprender un contenedor separador (5) que tiene un
diametro en el intervalo de 5-30 cm, mas preferentemente 10-25 cm, 10-25 cm o 18-22 cm, lo mas preferentemente
de aproximadamente 20 cm.

Preferentemente, el dispositivo del primer aspecto puede comprender un conducto de fluido (7) que tiene un area de
0,01-1,0%, mas preferentemente de 0,01-1%, incluso méas preferentemente de 0,1-0,15% vy, lo mas preferentemente
de aproximadamente 0,125% del &rea de la pared inferior (6).

Preferentemente, el dispositivo del primer aspecto puede comprender un medio de inducir un flujo de rotacién
axisimétrico que tiene como resultado una velocidad rotacional en el intervalo de 5-1200 rpm, mas preferentemente
de 30 a 360 rpm en el fluido.

Preferentemente, el dispositivo del primer aspecto puede comprender un medio de inducir un flujo de rotacién
axisimétrico que comprende un objeto de forma cilindrica o en disco rotatorio.

Preferentemente, el dispositivo del primer aspecto puede comprender un medio de alimentar embriones y tejido
embriogénico localizado en una ubicacion axial cerca de la superficie del fluido presente durante la operacion.

Preferentemente, el dispositivo del primer aspecto puede comprender un medio de mantener una fluido estatico,
siendo la altura de 0, 1-1,0 veces, mas preferentemente 0,8-2 veces el diametro del contenedor separador (5).

En un segundo aspecto de la invencion se proporciona un procedimiento para separar embriones vegetales
suspendidos en fluido y tejido embriogénico inmaduro, que comprende las etapas de:

a) proporcionar un contenedor separador (5) adecuado, en el que dicho contenedor que contiene fluido tiene
una densidad inferior a la de los embriones a separar, teniendo una forma esencialmente cilindrica,
teniendo una pared inferior esencialmente plana (6) y un eje esencialmente vertical; y comprendiendo
ademas un conducto (7) en comunicacion con el fluido en el contenedor en la regién axial de la pared
inferior (6) durante la operacién y un medio de induccion de un flujo de rotacién (18) axisimétrico que es un
objeto en rotacion colocado dentro del contenedor (5);

b) crear un vortex colector en la regién axial de la pared inferior (6) drenando fluido de dicho conducto (7); e
inducir un flujo de rotacién axisimétrico en el fluido relativo a la pared inferior (6) mediante el medio de
rotacion (18), de modo que:

i) se cree una capa limite viscosa (20) en la pared inferior (6); y

i) se cree un gradiente de presion radial en el contenedor separador (5);

¢) alimentar los embriones suspendidos en fluido y el tejido embriogénico inmaduro a separar dentro del fluido
presente en el contenedor separador (5) en una ubicacion alejada de la pared inferior (6), de modo que;

i) los embriones sedimenten mas rapido que el tejido embriogénico inmaduro;
i) los embriones puedan entrar en la capa limite viscosa (20), mientras que el tejido embriogénico

inmaduro no puede entrar en la capa limite viscosa (20);
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iii) se arrastren los embriones que entran en la capa limite viscosa (20) dentro de la regi6n axial de la
pared inferior (6) y

d) recoger embriones de dicha region axial de la pared inferior (6) en el fluido drenado del conducto (7);
de modo que los embriones recogidos se separen esencialmente del tejido embriogénico inmaduro.
Preferentemente, el método comprende ademas

a) proporcionar un contenedor separador adecuado (5) que ademas comprende un conducto (7) en
comunicacion con el fluido en el contenedor en la regién axial de la pared inferior (6) durante la operacién, en el
que el conducto (7) esta colocado y dimensionado de un modo tal que los embriones arrastrados dentro de la
region axial de la pared inferior (6) durante la operacion entren en el conducto (7) mediante sedimentacion
gravitacional; y

b) recoger embriones de dicho conducto (7).

Mas preferentemente, el método comprende ademas la etapa de modular la velocidad de sedimentacién de los
embriones en el conducto (7) por medio de induccion del flujo del fluido a través del conducto (7) hacia el interior del
contenedor separador (5).

El procedimiento del segundo aspecto puede estar adaptado, preferentemente, para operar de forma discontinua y
comprende ademas medios de recoleccién selectiva de embriones durante un periodo de tiempo tras la
sedimentacion de los embriones pero antes de que el tejido embriogénico inmaduro haya tenido tiempo de
sedimentar. El procedimiento del segundo aspecto adaptado para operar de forma discontinua puede comprender,
adicional y preferentemente, la etapa de sustituir el fluido en el contenedor separador (5) tras el procesamiento de un
lote de embriones con fluido fresco.

El procedimiento del segundo aspecto puede estar adaptado, preferentemente, para operar de forma continua, de
modo que comprende alimentar fluido dentro del contenedor separador (5) a una velocidad que supera la velocidad
del fluido desde el conducto (7), preferentemente por un factor en el intervalo de 1, 1-1000, mas preferentemente 2-
100, incluso mas preferentemente 2-50, 2-30, 3-20 o 5-15, mas preferentemente aproximadamente 10.

El procedimiento del segundo aspecto puede comprender, preferentemente, que la recoleccion de embriones se
realiza permitiendo que los embriones entren en el fluido que sale del conducto (7) y recoger el fluido que contiene
los embriones.

En un tercer aspecto de la invencion se proporciona un sistema para procesar embriones vegetales suspendidos en
un fluido, comprendiendo un dispositivo separador (230) de acuerdo con el primer aspecto de la invencién, y al
menos uno de los siguientes:

a) una unidad dispersora (220) para dispersar los embriones y el tejido embriogénico suspendido en un fluido,
localizado corriente arriba del dispositivo separador y, opcionalmente, un biorreactor (200), como fuente de
embriones, localizado corriente arriba de la unidad dispersora (220);

b) unidad de orientacion y clasificacién (250) para orientar y clasificar los embriones suspendidos en un fluido,
localizado corriente abajo del dispositivo separador (230) y, opcionalmente, un dispositivo de deposicién
(260), localizado, preferentemente, corriente abajo de la unidad de orientacion y clasificacion (250).

En un cuarto aspecto de la invencién, se proporciona un sistema que comprende un dispositivo separador de
acuerdo con el primer aspecto de la invencion, y un dispositivo para depositar embriones vegetales suspendidos en
fluido al tiempo que se mantiene la orientacion del embrion, que comprende

i) un canal de flujo dimensionado de modo que los embriones puedan desplazarse con el fluido que fluye a
través del canal pero que estén restringidos a desplazarse en una orientacion de la primera corona o la dltima
corona por restricciones dimensionales, emanando dicho canal de flujo a una salida (365);

i) un receptor de embriones (340); y
iii) medios de formar un chorro libre de fluido que emana de la salida, en el que el chorro libre durante la
operacion se alinea con un receptor de embriones (340) lo cual permite depositar los embriones suspendidos
en el fluido en el receptor de embriones (340);

en el que los medios de formar un chorro libre comprenden una seccién de canal de flujo inmediatamente corriente

arriba de la salida (365), teniendo una seccion recta (370) con una longitud al menos igual a la dimensién interna
transversal mas grande del canal de flujo (380).
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Descripcion detallada de la invencion

Los embriones somaticos producidos sobre medio sélido o liquido en placas Petri o biorreactores se juntan
inicialmente mediante tejido embriogénico inmaduro en racimos embriogénicos o grupos de un diametro de
normalmente de hasta 50 mm o incluso mayor. La técnica anterior ensefia procedimientos de capturar embriones
individuales manualmente con pinzas o automaticamente con cintras transportadoras y brazos roboéticos y alimentar
el embrion en una semilla artificial. La técnica anterior no ensefia como romper rapido y eficazmente los racimos
embriogénicos y separar el embrién maduro y juntarlo con los embriones maduros y viables, cada uno en orientacién
derecha, en un contenedor individual, que podria ser una semilla artificial u otro tipo, en cuestion de segundos. Para
proporcionar un medio eficiente para la produccion a gran escala de plantas de embriones somaticos vegetales, se
requiere un medio automatico para separar de forma rapida y barata los embriones maduros a partir de dichos
racimos embriogénicos y para depositar rapidamente los embriones maduros en orientacion correcta en un sustrato
adecuado para la germinacion. Para ello, se necesita cuatro etapas operacionales principales, como se divulga en el
presente documento.

En primer lugar, una suave dispersion de los racimos de embriones somaticos en embriones individuales desunidos
del tejido embriogénico inmaduro, que se realiza de forma ventajosa cuando esta suspendida en un medio liquido.

En segundo lugar, el procedimiento implica segregar y separar los embriones del tejido embriogénico inmaduro
ahora disperso, pero todavia se tienen que mezclar en el medio liquido. La segunda etapa es Util, por ejemplo, para
proporcionar un acceso épticamente transparente para los embriones suspendidos en un medio liquido transparente
sin la presencia del tejido embriogénico. La necesidad de dicho acceso optico es establecer el nivel de madurez e
idoneidad de los embriones para germinacién y produccién de plantas.

En tercer lugar, el procedimiento implica la identificacion de la orientacién de los embriones maduros antes de la
deposicion y la correccién de una orientacion no deseada, lo que se realiza con el embriéon del donante todavia
suspendido en medio liquido.

En cuarto lugar, el procedimiento implica depositar los embriones maduros en la orientacién correcta en un sustrato
adecuado para la germinacion y formacion de plantas.

La combinacién eficaz de las cuatro etapas corriente arriba es en un sistema automatico basado en dindmica de
fluidos capaz de transportar rapida y eficazmente los embriones por cada etapa, como se divulga en el presente
documento, proporciona un medio para la produccion eficiente a gran escala de planta a partir de embriones
somaticos.

Una realizacién del sistema automatico basado en dinamica de fluidos para dispersion, separacion, clasificacion y
orientacion y deposicién de forma rapida y eficaz de embriones vegetales en un sustrato para la germinaciéon se
divulga en la figura 10. El sistema automatico implica varias etapas innovadoras, como se ha divulgado, en el orden
del proceso indicado en la figura 10 y resumido en el presente documento:

1. La unidad dispersora (220) por referencia a la solicitud de patente PCT/US09/39981 y también divulgada en el
presente documento,

2. La unidad separadora (230), como se ha divulgado en el presente documento,

3. La unidad de deteccion y orientacion (250) por referencia a la solicitud de patente PCT/US09/39982 y también
divulgada en el presente documento.

4. El dispositivo de deposicion para germinacion (260), como se ha divulgado en el presente documento.
1. Unidad dispersora

La descripcién detallada de una unidad dispersora para el medio para dispersar el racimo embriogénico en medio
liquido se proporciona en la solicitud de patente PCT/US09/39981.

Unidad dispersora del sistema
El documento PCT/US09/39981 se refiere a procedimientos y dispositivos para dispersar suavemente racimos de
embriones somaticos vegetales en embriones individuales y tejido embriogénico inmaduro Utiles en el sistema de la

invencion.

Un procedimiento de dispersion de racimos de embriones vegetales suspendidos en un medio liquido en embriones
vegetales se divulga en el documento PCT/US09/39981, incluyendo dicho procedimiento al menos una secuencia de
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dispersion, que comprende las etapas siguientes:

i) someter los racimos de embriones a fuerzas de dinamica de fluidos, que produce tensién de extension axial y
tension de compresion radial;

ii) someter los racimos de embriones a fuerzas de dinamica de fluidos, que produce tension de compresion radial y
tension de extension axial por las fuerzas de dinamica de fluidos;

repetir dichas etapas en secuencia hasta que los embriones individuales se separan unos de otros.
Preferentemente, la fuerza de las tensiones de extension y compresién aumenta con cada secuencia repetida.

En el documento PCT/US09/39981 se divulga un dispersor para separar embriones individuales contenidos en
racimos de embriones, que comprende un canal de flujo que incluye al menos una constriccion, de modo que los
racimos de embriones que fluyen a través del canal de flujo se someten primero a tension de extension axial y
tension de compresion radial y, después, a tensién de compresién axial y tension de extension axial por fuerzas de
dinamica de fluidos.

Preferentemente, el canal de flujo comprende al menos dos constricciones, teniendo cada constriccién un diametro
interno que es igual o menor al diametro interno de la constriccién inmediatamente corriente arriba de la misma.

Preferentemente, el canal de flujo incluye una porcién intermedia que tiene una seccion transversal constante entre
cada constriccion.

Preferentemente, cada porcién intermedia tiene un didmetro interno que es igual o menor al diametro interno de la
porcién intermedia inmediatamente antes de la misma.

Preferentemente, cada porcién intermedia puede tener una longitud al menos igual a los racimos de embriones que
se van a dispersar. La longitud de cada porcién intermedia puede estar en el intervalo de 2,5 mm a 60 mm, tal como
de desde aproximadamente 5 mm hasta aproximadamente 30 mm. El nimero de constricciones puede ser 3-100,
preferentemente 5-20, tal como aproximadamente 10. Las constricciones pueden tener un area transversal en el
intervalo de 0,75 a 1300 mm2, tal como en el intervalo de 3 a 32 mm?.

El canal de flujo puede tener una seccidn transversal axisimétrica. El canal de flujo puede tener una seccion
transversal esencialmente circular u ovalada.

Al menos parte del canal de flujo puede tener una seccion transversal no axisimétrica tal como una seccion
transversal rectangular. La seccién transversal de cada constriccion no axisimétrica, que tiene una dimension
maxima, puede estar orientada, preferentemente, de modo tal que la dimensién maxima de cada constriccion esté
rotada, tal como al menos 30 ¢, mas preferentemente aproximadamente 90 ©, en relacién con la dimension maxima
de la siguiente constriccidbn no axisimétrica en secuencia. La seccién transversal de cada constriccion puede
representar un rectangulo, que tiene un primero y un segundo lado, en el que el primer lado es mas largo que el
segundo lado y las constricciones estan orientadas de un modo tal que el primer lado de cada constriccion es
perpendicular al primer lado de la siguiente constriccion en secuencia que tiene una seccién transversal rectangular.
Las ventajas del procedimiento y el dispositivo de dispersién divulgados en el documento PCT/US09/39981 incluyen:
(1) No requiere partes moviles y, por tanto, es robusto

(2) Es naturalmente aplicable a un sistema de flujo continuo por lo que no requiere operacion en modo discontinuo
(3) Es suave para los embriones

(4) Es rapido, la dispersién que usa el dispositivo solo requiere unos segundos para dispersar cientos de embriones
(5) El dispositivo es compacto y completamente encerrado permite una facil esterilizacion.

2. Unidad separadora

Dispositivo para segregar y separar embriones somaticos a partir de tejido embriogenico

Una vez que un racimo embriogénico se ha dispersado en liquido, crea una mezcla de embriones maduros,
embriones inmaduros y tejido embriogénico inmaduro suspendido en liquido. Los embriones somaticos tienen que
segregarse y separarse del tejido embriogénico inmaduro para su posterior procesamiento y sembrado. En un

sistema automatico, es muy deseable realizar este proceso de separacion rapida, eficazmente y sin producir ninguna
interrupcion en la operacion continua del sistema. Dicho dispositivo separador de la invencion se divulga en el
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presente documento.

El dispositivo separador y el procedimiento de la invencion aprovechan la diferencia en el coeficiente de arrastre de
los embriones en oposicion al tejido embriogénico inmaduro (en lo sucesivo en el presente documento “tejido” o
“tejido embriogénico”) en la suspension, para proporcionar un dispositivo y procedimiento de separar embriones
somaticos de tejido embriogénico.

Construccion general y operacion del dispositivo

Para facilitar la discusion tedrica que sigue, a continuacién se presenta una breve descripcién general de un
dispositivo de la invencion.

El dispositivo separador de la invencién tiene un contenedor separador (5) esencialmente cilindrico que contiene
medio liquido durante la operacion y medio de induccion de un flujo de rotacion axisimétrico en el fluido dentro del
contenedor separador (5). Hay una pared inferior (6) que es, preferentemente, esencialmente plana. El medio fluido
tiene una densidad que es inferior a la de los embriones y el tejido que se van a separar. El medio fluido puede ser,
preferentemente, agua.

El medio fluido dentro del contenedor separador (5) se induce para que rote (en relacién a la pared inferior (6))
alrededor del eje central del contenedor separador (5), con una velocidad rotacional esencialmente homogénea
dentro de todo el contenedor separador (5), a excepcién de cerca de una capa limite fina que se forma en la
superficie de la pared inferior (6) en la que la velocidad rotacional se acerca rapidamente a cero en la pared inferior
(6). Debido a la rotacion del fluido, la presion aumenta a lo largo de la direccién radial en otros lugares del
contenedor separador (5), incluido el interior de la capa limite fina en la pared inferior (6), en una cantidad
sustancialmente homogénea. Mas exactamente, la presidon aumenta en la direccion radial de un modo tal que la
velocidad de cambio de la presién con respecto a la distancia radial desde el eje central (10) es independiente de la
localizacién axial y depende cuadraticamente de la velocidad de rotacion y depende linealmente de la distancia
radial desde el eje central.

Existe un conducto (7) en la regién axial (centro) de la pared inferior (6) a partir de la cual se pueden retirar y recoger
los embriones somaticos.

Los embriones mezclados con tejido embriogénico inmaduro (en lo sucesivo tejido) se introducen en el contenedor
separador (5), a una distancia suficiente lejos de la pared inferior (6). Los embriones y el tejido se atrapan y se
dispersan rapidamente en el fluido rotatorio con la fuerza centrifuga empujandoles hacia fuera y la fuerza de presion
hacia dentro empujandoles hacia dentro. Las dos fuerzas se contrarrestan y los embriones y el tejido encuentran, en
ltima instancia, una érbita equilibrada para rotar a su alrededor. No obstante, los embriones sedimentan mas rapido
que el tejido mientras rotan. El tejido que tiene un arrastre relativamente mas grande permanecera sustancialmente
mas atrapado y suspendido rotando a lo largo de la 6rbita equilibrada y exhibe una velocidad de sedimentacion
mucho menor. Tras la sedimentacion hacia el fondo, los embriones entran en dicha capa limite mientras el tejido
permanece sustancialmente fuera de la capa limite por motivos que se elaboran mas adelante. Tras entrar en la
capa limite, la velocidad de rotacion de los embriones se ralentizara sustancialmente. No obstante, la fuerza de
presién hacia dentro permanece sustancialmente igual. Por tanto, para los embriones dentro de la capa limite (20),
la fuerza de presién hacia dentro pasa a dominar a la fuerza centrifuga, empujando los embriones hacia el centro; en
consecuencia, los embriones son empujados hacia la region axial de la pared inferior (6) y hacia el interior del
conducto (7) una vez que han alcanzado la capa limite. Los embriones pueden recogerse del conducto (7) usando
un medio de recoleccién, por ejemplo recogiendo fluido que sale del conducto (7) (véase una descripcion mas
detallada del medio de recoleccion méas adelante).

El tejido que tiene una proporcion entre la superficie y el volumen mayor que el embrién esta sometido a mayor
arrastre y, por tanto, es sustancialmente mas susceptible a quedar atrapado en el flujo de rotaciéon primario que el
embrion. Cuando el tejido se acerca a la capa limite en el fondo del contenedor, es facilmente arrastrado de nuevo al
flujo de rotacion debido al mayor arrastre.

Una caracteristica principal de la invencion es la creacion de la capa limite fina sobre la superficie de la pared inferior
(6) debajo de un fluido en rotacion axisimétrica de modo que los embriones pueden sedimentar y entrar en la capa
limite mientras el tejido que tiene un arrastre mayor no puede entrar en la capa limite por el atrapamiento repetido en
el flujo de rotacion primario. La (i) segregacion de los embriones del tejido en la capa limite debido al arrastre
diferencial y (ii) el desequilibrio de la fuerza de presion respecto a la fuerza centrifuga dentro de la capa limite son
caracteristicas importantes que, en combinacién, proporcionan un medio Unico y eficaz para segregar y separar
rapidamente los embriones del tejido. Ademas, (iii) la presencia de un vértex colector puede ser una caracteristica
util de la invencion, como se elabora mas adelante. El uso de este efecto combinado es una caracteristica que
distingue claramente el dispositivo de la invencién de dispositivos conocidos, tales como hidroclones o limpiadores
de ciclona.

Consideraciones de dinamica de flujo con respecto al procedimiento y al dispositivo para separar embriones
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somaticos de la masa embriogénica

La invencion se basa en crear una combinacion de efectos que tiene como resultado la segregacién de los
embriones del tejido embriogénico inmaduro. Dichos efectos comprenden:

a) crear una capa limite viscosa en la pared inferior (6), que se consigue induciendo un flujo de rotacién axisimétrico
en el fluido (en relacién con la pared inferior (6)), usando un medio de rotacion (18);

b) dirigir unicamente los embriones para que entren en dicha capa limite viscosa, que se consigue porque el tejido
tiene una velocidad de sedimentacion mucho mas lenta y un arrastre mucho mas alto;

c) crear un gradiente de presion radial en el contenedor separador (5), que se consigue mediante el efecto centrifugo
de la rotacién;

d) crear un vértex colector cerca del centro de la pared inferior (6), que se consigue drenando fluido del conducto (7)
durante la operacion.

En consecuencia, los embriones se separaran del tejido y se dirigiran a la region axial (centro) de la pared inferior (6)
y hacia el interior del conducto (7), donde pueden recogerse después usando un medio de recoleccion, por ejemplo,
simplemente, recogiendo el fluido que sale del conducto (7). La base tedrica y la practicidad de dichos efectos se
tratan mas adelante.

Cuando el medio de rotaciéon no esta activo, se puede crear un vértex Libre (véase Definiciones) en el contenedor
separador (5) drenando fluido del conducto (7). En este caso, la superficie libre del fluido estara casi equilibrada a
excepcion de cerca del centro, donde la superficie del fluido se dobla abruptamente hacia abajo. El flujo de
absorcion crea un vortex libre a lo largo del contenedor separador (5) y forma una capa limite de absorcion en la
superficie del fondo. Las particulas de fluido fuera de la capa limite de absorcion se mueven a lo largo de una
trayectoria casi circular creada por un equilibrio de la fuerza centrifuga en direccién hacia fuera sobre dichas
particulas de fluido y la fuerza de direccion hacia dentro debida al gradiente de presion radial en el flujo en el
contenedor separador (5). Las particulas de fluido dentro de la capa limite de absorcion rotan a una velocidad de
rotacion relativamente menor que las particulas de fluido fuera de la capa limite de absorcién, por lo que las
particulas de fluido dentro de la capa limite de absorcidn entran en la absorcion debido a la falta de suficiente fuerza
centrifuga para mantener dichas particulas de fluido en una trayectoria casi circular en comparacién con las
particulas de fluido fuera de la capa limite de absorcién. La fuerza hacia dentro debido al gradiente de presiones
gana a la fuerza centrifuga hacia fuera.

El vortex de absorcion es muy eficiente en la captura y drenaje de las particulas que estan cerca del centro, ya que
la velocidad angular aumenta rapidamente a medida que la particula se mueve hacia el centro. No obstante, en un
vértex de absorcidn, las particulas de fluido que no estan cerca del centro experimentan un vortex de movimiento
lento con velocidad angular decreciente. Recuérdese, fuera de la singularidad en el centro, la velocidad angular (o
tangencial), definida como v, en un vortex de succion disminuye casi como 1/r, donde r es el radio desde el eje
central (10). Por tanto, el flujo se mueve muy despacio a medida que se aleja del centro. Este lento movimiento
permite que los embriones y el tejido embriogénico sedimenten en la capa limite de absorcion y se drenen hacia el
conducto (7) juntos.

Una clave de la presente invencién es crear un estado de flujo para separar los embriones del tejido embriogénico
inmaduro antes de que entren en el conducto (7).

Combinacién de vdrtice libre y forzado

Esto se puede conseguir combinando los efectos corriente arriba de un vértice libre con los efectos de un vértex
forzado en un contenedor separador (5) cargado de fluido mediante:

a) creacién de un vortex libre drenando fluido del conducto (7); y, simultdneamente

b) creacion de un voértex forzado induciendo flujo de rotacién axisimétrico en el fluido usando un medio de rotacién
(18).

Los fendmenos clave que surgen de la combinacion del vortex forzado y del vortex libre se explican en los parrafos
siguientes.

En esencia, ciertas realizaciones de la invencion aprovechan la ventaja de la caracteristica comun de los dos flujos
de vortex, que es la formacion de una capa limite viscosa relativamente fina en la pared inferior (6) del contenedor
separador (5).

La tensién de cizalladura ejercida sobre el liquido por el medio de rotacion (18) crea un vértex forzado superpuesto
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al vortex libre del flujo de absorcion. Recuérdese que en el vértex forzado, en el que el fluido rota casi en rotacion de
cuerpo solido, la vorticidad ¢, es constante y la velocidad angular viene dada por v, = 0,5r¢,. Por tanto, la velocidad
angular aumenta linealmente con r a medida que se aleja del centro. Cerca del centro, el flujo esté dirigido en gran
medida por el vértex libre del flujo de absorcién, cuando esta lejos del centro, el flujo esta dirigido principalmente por
el vortex forzado creando la situacién ideal para controlar el movimiento de los embriones y el tejido embriogénico
inmaduro de un modo deseado. El fluido que rota alrededor del eje central (10) con una aceleracion centripeta en la
direccion -r siente una fuerza centrifuga (reactiva) en la direccién +r. Si dicha fuerza centrifuga se equilibra con el
p

gradiente de presion radial positiva, definida por @r que ejerce una fuerza sobre la particula hacia el centro de
rotacion (es decir, en la direccion -r), entones una particula flotante rotara alrededor del eje central (10) de forma
indefinida en una trayectoria circular.

Dado que los embriones y el material de tejido embriogénico inmaduro tienen una densidad superior a la del medio
fluido usado (p. €j., agua), tras la introduccién en el contenedor separador (5), generalmente se mueven hacia fuera
en el campo de flujo con velocidad angular creciente en el ahora flujo de vortex forzado. El tejido embriogénico
inmaduro que tiene una fuerza de arrastre de fluido relativamente mayor en comparacién con los embriones, queda
mas atrapado en el fluido en rotacién que los embriones. Por tanto, los embriones siguen una trayectoria espiral
alrededor del contenedor separador y gradualmente hacia la pared inferior (6), mientras que el tejido embriogénico
inmaduro también toma una trayectoria espiral pero con una velocidad de sedimentacién mucho mas lenta. Dado
que el tejido embriogénico tiene una proporcién area de superficie-volumen relativamente mayor, no entrara en la
capa limite fina ya que queda atrapado facilmente en el flujo de rotacién primario. De hecho, los embriones entran en
la capa limite viscosa en el fondo en un tiempo relativamente corto; un orden de segundos o menos, en la que el
tejido embriogénico inmaduro continua y vuelve a quedar atrapado en el flujo primario por su mayor proporcion area
de superficie:volumen.

Una vez que los embriones estan dentro de la capa limite, su velocidad angular se reduce sustancialmente, mientras
que el gradiente de presioén radial sigue sustancialmente igual, lo que fuerza a los embriones hacia dentro y al centro
y hacia la region del vortex colector. Una vez en la regién del vortex colector, se pueden recoger los embriones, por
ejemplo en el fluido que entra en el conducto (7).

Viértex forzado con vortex libre cero o insignificante

Como se ha indicado anteriormente, se puede usar una combinacion de vértex libre y forzado para crear condiciones
de flujo para separar embriones de masa embriogénica. Existe una relacion inversa entre la velocidad de drenaje del
liquido a través del conducto (7) y la pureza conseguida. Por “pureza”, en este contexto, se quiere decir la eficacia
de separacion del tejido embriogénico inmaduro de los embriones; la pureza mas elevada significa menos masa
embriogénica por embrién.

Cuanto menor es la velocidad de drenaje del liquido a través del conducto (7) (decreciente e incluido el flujo cero),
mayor es la pureza conseguida.

En ausencia de un vértex colector, el proceso fisico debido a la rotacion del fluido dentro del contenedor separador
(5), es decir la formacién de la capa limite en la placa inferior (6), y la presién de atrapamiento y hacia dentro de los
embriones para migrar hacia el centro axial del contenedor separador (5) dentro de la capa limite en la placa inferior
(6) permanecen exactamente iguales.

La diferencia de eliminar el vortex colector (con drenaje de liquido cero o casi cero) es que los embriones no entran
en el conducto (7) mediante una combinacién de conveccion de fluidos y sedimentaciéon por gravedad, sino solo
mediante sedimentacién por gravedad.

En otras palabras, los mecanismos indicados anteriormente forzaran a los embriones hacia la region axial de la
placa inferior (6). Una vez que los embriones alcanzan el centro axial de la placa inferior (6), donde la velocidad
angular (azimutal) y radial del fluido es esencialmente cero, si la velocidad de drenaje y la velocidad axial son
también cero, el punto central es solo un punto de “estancamiento” y el embrién tendra tiempo suficiente en el centro
para sedimentarse en el conducto (7). Una vez dentro del conducto (7), el embriéon sedimentara gradualmente (p. €j.,
~10 cm por segundo para los embriones usados en los experimentos).

No obstante, la velocidad de separacion se ralentiza con velocidades menores de drenaje de liquido a través del
conducto (7). Por tanto, en aplicaciones que requieren una velocidad de separacion alta, la combinacién de vortex
libre y vortex forzado puede preferirse.

Capa limite viscosa
Una caracteristica de gran interés es la capa limite viscosa axialmente simétrica que se forma en la pared inferior (6)

del contenedor separador (5). La capa limite viscosa hace referencia a una capa de fluido de la superficie de la
pared inferior (6) a z=0 a la region designada por el borde de la capa limite (20) a z = § donde la velocidad del fluido
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se convierte en sustancialmente la misma que el vértex forzado. En este flujo, el espesor de la capa limite depende
sustancialmente de la viscosidad cinematica del fluido y la velocidad de rotacion del medio de rotacién (18).

Se puede obtener una buena aproximacién al flujo de la capa limite en el fondo del contenedor separador (5)
considerando el momento de conservacién para flujo de fluido viscoso newtoniano (ecuaciones de Navier-Stokes)
para rotacion de cuerpo sélido axisimétrico del fluido por encima de una placa plana estacionaria. La solucién a
dicho flujo se proporciona en la literatura de mecéanica de fluidos (p. ej., Schlichting, Boundary Layer Theory,
McGraw Hill Series en Mechanical Engineering, 1979) y no se reproducira en el presente documento. Los inventores
usan la misma solucién para proporcionar una buena aproximacion al flujo dentro del contenedor separador (5)
debido a la rotacién del medio de rotacion (18). Esta solucion es valida en la capa limite en la pared inferior (6) a
excepcion de en el centro y el borde externo cerca de la pared sélida del conatenedor separador (5). Uno de los
jod
aspectos importantes de la invencién se basa en el gradiente de presiones, 2z dentro de la capa limite siendo
sustancialmente insignificante considerando una capa lo suficientemente fina. En otras palabras, el gradiente de

ap _ 2
presion radial dentro y fuera de la capa limite serd sustancialmente el mismo, dado por ar — PTS" donde gesla
velocidad de rotacion del medio de fluido. Esta claro que esta cantidad es positiva en todas partes en el fluido en el
contenedor y, por tanto, la presién aumenta con la distancia al eje central del contenedor separador (5).

El incremento de la presion con el radio r tiene como resultado la formacion de una variacion parabdlica en la altura
del liquido en la superficie libre del medio fluido. Sustancialmente el mismo gradiente de presién radial existe dentro
de la capa limite, lo que fuerza al fluido a alejarse de las paredes del contenedor separador (5) y hacia el eje central
del contenedor separador (5). La magnitud de la presion dentro de la capa limite depende de la altura del fluido
dentro del contenedor separador (5).

La altura del fluido dentro del contenedor durante la operacién (54) debera ser aproximadamente igual que el
diametro (51) del contenedor, preferentemente la altura es 0,6-1,4 veces el diametro, mas preferentemente 0,8-1,2
veces. Las desviaciones de la altura del fluido ideal durante la operacion pueden ser tolerables pero resultaran en
una operacion suboptima.

No obstante, el gradiente de presiones y, en consecuencia, la velocidad de fluido dentro de la capa limite dependen
de la variacion de la altura del fluido con respecto al radio y no de la cantidad de liquido dentro del contenedor
separador (5). A medida que aumenta la velocidad de rotacion, el gradiente de presiones aumenta y la velocidad
hacia dentro del fluido y los embriones atrapados en la capa limite hacia el centro aumentan. No obstante, el

espesor de la capa limite, dado por S=8yv/g disminuye con el incremento de la velocidad de rotacion hasta un
punto en el que el espesor es menor del tamafo de un embridn. La eficiencia de la invencion para separar los
embriones del tejido embriogénico inmaduro depende de varios pardmetros que se trataran mas adelante. Un
parametro clave es la velocidad con la que los embriones pueden ser dirigidos a la region axial de la pared inferior
(6), donde se pueden recolectar.

Algunos de los parametros importantes a este respecto es el espesor de la capa limite, §, el componente radial de la

vg
velocidad, v‘f’, la proporcion entre la velocidad angular y la velocidad radial, Y= asi como la velocidad axial, vf.
En el presente documento, los inventores proporcionaran algunos valores cuantitativos para cada uno de estos
parametros en base a la velocidad de rotacion y la posicion radial. Aunque esta informacion se puede proporcionar
en una forma general dando las cantidades escaladas adecuadamente en base a las variables de similitud en las
ecuaciones de la capa limite, para el fin de proporcionar un ejemplo especifico para una realizacion preferida en esta
secciodn, los inventores proporcionaran los resultados en forma dimensional y en base a dispositivos preferidos
especificos. En base a las ensefianzas contenidas en el presente documento, el experto podra construir un
dispositivo separador funcional con parametros optimizados para el tipo especifico de embriéon que se va a separar,
asi como otras consideraciones relevantes.

Efectos de la velocidad de rotacion

El contenedor separador que se usa como realizacion ejemplo no limitante tiene un diametro de 200 mm (51) y la
altura del liquido de ejemplo es 200 mm (54). Usando este contenedor separador de ejemplo, los inventores
ilustraran el efecto de la velocidad de rotacion del fluido, en las unidades de rotacion por minuto (rpm) sobre el
espesor de la capa limite y el flujo dentro de la capa limite. La tabla 3 proporciona los valores de los componentes
radia, axial y angular de la velocidad del fluido y la proporcién entre la velocidad radial:axial:angular dentro de la

capa limite de la pared inferior (6) a ¥ = de 0 a 3 mm para una velocidad de rotacién de 15 rpm en la posicion radial

r= 7 mm. El espesor de la capa limite para este caso es de 6,38 mm, donde por definicion V8 es de
aproximadamente el 98 % de la velocidad angular de corriente libre de aproximadamente 110 mm/s.

Tabla 3. Componentes radial, axial y angular de la velocidad del fluido y la proporcién entre la velocidad radial:axial y
radial:angular dentro de la capa limite desde la pared inferior a z=0 al borde de la capa limite a z= 6,4 mm para una
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velocidad de rotacion = 15 rpm en la posicion radial r=7 mm.

Z(mm) Ve (mm/s) € (mm/s) Y v"(mm/s) Vr
v, Vg

0,0 0 0,00 0,0

0,4 0,0 0,24 -157 42,2 -0,91
0,8 -38,3 0,78 -67 80,9 -0,65
1,2 -52,6 1,38 -36 111,4 -0,44
1,6 -49.4 1,88 -19 131,1 -0,28
2,0 -36,1 2,19 -9 139,9 -0,14
2,4 -194 2,32 -2 139,8 -0,03
2,8 -4,0 2,29 3 133,9 0,05
2,8 7,3 2,29 3 133,9 0,05
3,2 13,5 2,42 6 125,5 0,11
3,6 15,1 2,01 8 117,0 0,13
4,0 13,3 1,84 7 110,1 0,12
4.4 9,7 1,71 6 105,7 0,09
4.8 5,5 1,62 3 1083,7 0,05
5,2 1,8 1,58 1 103,4 0,02
5,6 -0,9 1,59 -1 104,8 -0,01
6,0 -2,5 1,60 -2 106,6 -0,02
6,4 -2,9 1,63 -2 108,4 -0,03

En la capa de 2 mm adyacente a la superficie inferior, el flujo tiene un fuerte flujo secundario hacia dentro respecto al
flujo primario, como las dos proporciones de la velocidad muestran en la tabla. El componente ascendente de la
velocidad es relativamente mucho menor que el componente radialmente hacia dentro y angular de la velocidad. Por
tanto, los embriones una vez dentro de la capa limite se barreran eficazmente al centro en cuestién de pocos
segundos. Si los inventores aumentan sustancialmente la velocidad de rotacion, la velocidad radial y las
proporciones varian favorablemente, no obstante, el espesor de la capa limite también disminuird sustancialmente,
como se muestra en la tabla 4. En esta, solo la velocidad de rotacion ha aumentado de 15 rpm a 120 rpm.

Tabla 4. Componentes radial, axial y angular de la velocidad del fluido y la proporcién entre la velocidad radial:axial y

radial:angular dentro de la capa limite desde la pared inferior a z=0 a 2,3 mm para una velocidad de rotacion =120
rpm en la posicién radial r= 7 mm.

v, v, v, Vg v,
z(mm) (mm/s) (mm/s) — (mm/s)

v, Ve
0,0 0,0 0,00 0,0
0,1 -306,7 0,69 -445 337,3 -0,91
0,3 -421,2 2,21 -190 646,9 -0,65
0,4 -395,5 3,90 -101 891,4 -0,44
0,6 -289,1 5,32 -54 1048,9 -0,28
0,7 -155,0 6,19 -25 1119,0 -0,14
0,8 -31,8 6,56 -5 1118,4 -0,03
1,0 58,3 6,49 9 1071,6 0,05
1,1 107,9 6,84 16 1003,9 0,11
1,3 120,6 5,67 21 935,9 0,13
1,4 106,4 5,21 20 881,1 0,12
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1,6 77,2 4,83 16 845,4 0,09
1,7 44,0 4,59 10 829,2 0,05
1,8 14,3 4,47 3 827,5 0,02
2,0 -7,4 4,50 -2 838,3 -0,01
2,1 -19,6 4,52 -4 852,6 -0,02
2,3 -23,6 4,61 -5 867,1 -0,03

La velocidad del flujo secundario hacia dentro ha aumentado sustancialmente, lo que fuerza a los embriones a
alcanzar el centro de la capa limite mas rapidamente. No obstante, el espesor de la capa limite ahora es solo de
2,3 mm y la region con la corriente secundaria eficaz esta limitada a aproximadamente 0,8 mm por encima de la
placa para el caso de 120 rpm comparado con 2,4 mm en el caso de 15 rpm.

Los dos ejemplos muestran que, en base al tamafo de los embriones y para las dimensiones del contenedor
separador (5) especifico, la velocidad de rotaciéon se puede usar como parametro control para ajustar el espesor de
la capa limite y optimizar la eficiencia en la separacién y transferencia de los embriones en la region axial de la
pared inferior (6).

Consideraciones del vdrtex colector

Se puede generar un vortex colector en el contenedor separador (5) frenando el fluido a través del conducto (7)
cuando el area del conducto (7) en la region axial de la pared inferior (6) del contenedor separador (5) es mucho
menor que el area de la pared inferior (6) del contenedor separador (5). Un medio alternativo de crear un vortex
colector es mediante extensién de un tubo de succion desde la parte superior al centro de la pared inferior (6) del
contenedor separador (5). Sin pérdida de generalidad, y por motivos de claridad en la explicacion, los inventores
limitaran nuestra explicacion al caso en el que el conducto (7) es una perforacion redonda con un diametro mucho
menor que el diametro de la pared inferior (6) situada en el centro de la pared inferior (6). En este caso, el flujo que
sale a través del conducto (7) toma un movimiento de rotacién secundario formando un flujo de vértex libre. Cuando
el diametro del conducto (7) es menor del 10 % del diametro de la pared inferior (6), el efecto del limite vertical se
puede desechar y el vértex colector se forma libremente. Las caracteristicas del vortex colector son una depresion
abrupta en la superficie libre del liquido (22) y la formacién de una capa limite de absorcién (20) en la parte inferior
del contenedor separador (5) alrededor del conducto (7).

El flujo secundario asociado con un voértex colector en el contenedor separador (5) se ilustra en la figura 8.
Obsérvese que el flujo primario es el flujo de rotacion alrededor del eje central no mostrado en esta figura. La
porcién del flujo secundario que permanece fuera de la capa limite no entra en el conducto (7) en la pared inferior
(6). Esto se puede ilustrar mediante el ejemplo siguiente: Si se inserta una aguja larga fijada a una jeringuilla en el
flujo, siempre que la punta de la aguja esté fuera de la capa limite, un colorante inyectado con la aguja continuara
rotando alrededor del eje central y algo de colorante seguira la trayectoria del flujo secundario mostrado en la figura
8. Solo la punta de la aguja se sujeta muy cerca de la superficie inferior si el colorante entra en el orificio inferior con
el fluido de drenaje. Por tanto, solo el fluido y cualquier objeto que entre en la capa limite entraran en el orificio.

Dado que el tejido embriogénico dispersado tiene un arrastre medio grande por la proporcion area de superficie-
volumen, no entrara en la capa limite fina ya que queda atrapado rapidamente en el flujo secundario fuera de la capa
limite. No obstante, los embriones entraran en la capa limite y seguiran el movimiento hacia dentro del fluido en el
conducto (7). Esta combinacién del movimiento secundario del fluido y la capa limite que crea un modo rapido y facil
para separar los embriones del tejido embriogénico en una corriente separada de liquido que sale del contenedor
separador (5) a través del conducto (7).

Contenedor separador (5)

El dispositivo de la invencién comprende un contenedor separador (5) que estad cargado de fluido durante la
operacion. ldealmente, el contenedor separador (5) es de forma cilindrica y tiene una pared inferior plana (6).
También idealmente, el eje (10) del cilindro es vertical y el fondo plano es perpendicular al eje. Aunque las
desviaciones de los parametros ideales tienen como resultado menos operacion 6ptima, el dispositivo se puede
accionar con un cierto nivel de desviaciones con respecto a la geometria inicial. Las tolerancias variaran de un caso
a otro.

Preferentemente, el contenedor separador (5) es axialmente simétrico. Cualquier desviacion de la simetria axial
tendra como resultado alteraciones en el flujo y, en consecuencia, una menor eficiencia de la separacion.

El angulo de la superficie del fondo plano es también importante para una separacion eficiente de los embriones. Se
prefiere una pared inferior plana (6) perpendicular al eje (10 o z) del contenedor separador (5).

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2546411 T3

Si el angulo de la pared inferior (6) es positivo (ascendente), entonces los embriones tienen que viajar axialmente
hacia arriba (z aumenta) y radialmente hacia dentro (r disminuye) a través de la capa limite. Esto reduce la eficiencia
de la separacion porque el embrién es mas pesado que el fluido y tiende a sedimentar en lugar de a ascender.

Si el angulo de la superficie inferior plana es negativo (descendente), esto afectara adversamente al gradiente de
presiones dentro de la capa limite. Es decir, el gradiente de presion radial positiva que esta forzando a los embriones
hacia dentro de la capa limite hacia el centro reducira la magnitud que ejerce menos fuerza hacia dentro sobre el
embrion. El angulo al cual el gradiente de presion radial se ve tan adversamente afectado que no tiene ningun
impacto sobre los embriones depende de la velocidad de rotacion y de las caracteristicas de la capa limite. En
general, suponiendo una rotacion del cuerpo solido del fluido con velocidad angular en un contenedor separador (5)

3
dz rg

abierto, si la pendiente descendente de la superficie inferior plana en cada punto es tal que ar g ,donde gesla
gravedad, entonces el gradiente de presiones a lo largo de la superficie inferior sera muy pequefio en toda la
superficie a excepcion de cerca del conducto (7) en los casos en los que existe vértex colector. Este caso sera una
geometria muy ineficiente para separar embriones. Si la pendiente es incluso mayor, es decir la pared inferior (6)
esta en un angulo descendente negativo mayor, habra un gradiente de presiones adverso a lo largo de la superficie.

El contenedor separador (5) comprende un conducto de fluido (7) localizado en la region axial de la pared inferior
(6). Preferentemente, el conducto de fluido (7) comprende una perforacion de la pared inferior (6) localizada en la
region axial (preferentemente en el centro) del contenedor separador (5). El conducto (7) puede también comprender
un tubo extendido desde la parte superior del contenedor separador (5) a la regién axial, preferentemente el centro,
de la pared inferior (6). El conducto (7) puede también comprender un tubo extendido a la region axial,
preferentemente el centro, de la pared inferior (6) desde cualquier otra direccién.

La proporcién del area del conducto (7) y la pared inferior (6) del contenedor es importante. El area del conducto (7)
deberia ser relativamente pequena (preferentemente menor del 10 % del area de la pared inferior (6)).

El contenedor puede comprender, opcionalmente, una segunda salida de fluido (25) cerca de la parte superior del
contenedor separador (5). La segunda salida (25) puede estar implementada por el contenedor separador (5) que no
tiene una pared superior, de modo que el exceso de fluido puede salir del contenedor separador (5) por
rebosamiento.

El contenedor separador (5) puede también comprender, opcionalmente, una tercera salida de fluido (16) en la parte
inferior del contenedor separador (5) para drenar fluido fuera del contenedor separador (5).

Las dimensiones del contenedor separador (5) pueden variar en realizaciones especificas y, como se ha tratado
anteriormente, la velocidad de rotacién del fluido puede usarse como parametro de control ajustable de forma
conveniente que no requiere modificaciones fisicas del dispositivo.

Medio de inducir flujo de rotacién axisimétrico en el contenedor separador (5)

Los términos medios de inducir flujo de rotacion axisimétrico en el contenedor separador (5), medios de rotacion o
dispositivo de rotacion se usan de forma intercambiable a lo largo de la presente divulgacion.

El medio de rotacién (18) es un objeto en rotacion colocado dentro del contenedor, que rota en el liquido. El objeto
puede estar conectado a un motor (12) a través de un eje (11). El objeto puede también estar inducido para rotar
mediante la aplicacién de campos magnéticos desde fuera del contenedor separador (5).

Cuando un objeto sélido que estd sumergido en el medio liquido estd rotando, las particulas de liquido
inmediatamente adyacentes a la superficie solida del objeto se pegan a la superficie (denominado sin deslizamiento
en mecanica de fluidos) y rotan con la superficie. Las particulas de fluido en la superficie ejercen una fuerza de
friccibn (mas exactamente, tension de cizalladura) sobre las particulas de fluido adyacentes que, a su vez, se
propagan mas alla de la superficie y en el interior del cuerpo fluido. Dicha tension de cizalladura del fluido fuerza, a
su vez, un movimiento de rotacién de todo el fluido dentro del contenedor separador (5). Dado el tiempo suficiente, el
movimiento del fluido toma una rotaciéon de cuerpo sustancialmente sélida, a excepcion de cerca de los limites
sélidos externos y la pared inferior (6) del contenedor separador (5) y en las proximidades del eje central (10), como
se ha tratado anteriormente.

Preferentemente, el objeto en rotacion ejerce su efecto sobre el fluido principalmente a través de tension de
cizalladura como se ha descrito anteriormente, lo que tiene como resultado minimos vortices adicionales mas alla de
los deseados. Por tanto, dicho objeto en rotacién tiene, preferentemente, forma de disco (18b) o de cilindro (18a).
Medio de drenar fluido de la region axial de la pared inferior (6) durante la operacion

El dispositivo puede comprender medios para drenar fluido a través del conducto de fluido (7) en la pared inferior (6)
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del contenedor separador (5). El medio de drenar fluido puede comprender simplemente proporcionar al fluido en el
contenedor separador (5) una oportunidad de fluir a través del conducto (7) por gravedad, pero también se puede
implementar usando una bomba. Preferentemente, el medio es controlable, por ejemplo estando equipado con una
valvula (36) o usando una bomba controlable. En el presente documento, por drenar se quiere decir cualquier modo
de extraccién de fluido a través del conducto (7) del contenedor separador (5), ya sea por gravedad o por gradiente
de presiones, una bomba u otro medio.

Medio de recoleccién de los embriones separados

Los medios de recolecciéon de los embriones separados pueden comprender que el conducto (7) esté colocado y
dimensionado de forma tal que los embriones que son arrastrados a la regién axial de la pared inferior (6) durante la
operacion entran en el conducto (7) por sedimentacién por gravedad. Preferentemente, los medios anteriores de
recoleccién de embriones comprenden ademas medios de recoleccién de embriones del conducto (7) sin alterar
sustancialmente el volumen de fluido en el contenedor. Dichos medios tienen la ventaja de eliminar el vértex colector
en las aplicaciones en las que se desea maxima pureza. Ejemplos de los medios anteriores de recoleccién incluyen
una valvula accionada por rotacion dispuesta de un modo tal que los embriones se pueden sedimentar en la valvula
tras la rotacion del conmutador de la valvula. Siempre que todos los conductos alrededor de la valvula con
conmutador estén cargados de fluido, no se produce un flujo neto por la recoleccion de los embriones.

Otro ejemplo comprende una primera y una segunda valvula dispuestas de un modo tal que

i) cuando la primera valvula se abre y la segunda se cierra, los embriones pueden sedimentar en el conducto (7)
hacia la segunda valvula;

i) cuando la primera valvula se cierra y la segunda se abre, los embriones pueden sedimentar adicionalmente en el
conducto (7) mas alla de la segunda valvula;

Dicha disposicion también permite la recoleccién de embriones del conducto (7) sin ningun flujo volumétrico.

Otro ejemplo preferido de un medio de recoleccion de embriones comprende proporcionar una interseccion en el
tubo (que tenga al menos primera, segunda y tercera conexiones) con el conducto (7) dispuesto como se especifica
mas adelante (véase la figura 7 A para una ilustraciéon de un ejemplo de realizacion).

La tercera conexion comprende una salida para el fluido.

El conducto (7) esté fijado a la segunda conexién. La interseccion comprende una superficie inferior dispuesta de un
modo tal que los embriones que sedimentan en el conducto (7) sedimentaran preferentemente en la superficie
inferior a través de la segunda conexion.

Ademas, el medio de recoleccion de embriones comprende medios de proporcionar flujo de fluido desde la primera
conexion de la interseccién, de modo que los embriones sedimentados en la superficie inferior de la interseccion son
barridos hacia la tercera conexion, desde la que se pueden recolectar faciimente en el flujo de salida.

El medio de proporcionar flujo de fluido proporciona, preferentemente, (durante la operacion), flujo de fluido ajustado
de un modo tal que la presion del flujo de fluido proporciona una presién de fluido en la intersecciéon que contrarreste
la presion en el conducto (7). Preferentemente, el flujo de fluido se ajusta de un modo tal que hay un flujo neto cero o
esencialmente cero en el conducto (7). En algunos casos puede ser preferible que el flujo de fluido se ajuste de un
modo tal que exista un flujo neto en el conducto (7) en la direccion del contenedor separador (5). No obstante, en
dichos casos, el flujo neto en el conducto (7) no deberia ser demasiado grande como para inducir un arrastre hacia
arriba en los embriones que sedimentan tal que la sedimentacién se detiene.

Tener un flujo neto en el conducto (7) hacia el contenedor separador (5) tiene la ventaja de que es posible devolver
de nuevo al contenedor separador (5) cualquier masa embriogénica inmadura que pudiera haber entrado en el
conducto (7). Recuérdese que la masa embriogénica inmadura exhibe mayor arrastre y su sedimentacion es, por
tanto, mas facilmente contrarrestada que la sedimentacién de los embriones.

Por otro lado, puede ser preferible ajustar el flujo del fluido desde la primera conexiéon de un modo tal que se
produzca un flujo neto del contenedor separador (5) en el conducto (7), si se desea acelerar el proceso de
separacion a expensas de la pureza.

El experto apreciara que el ajuste el flujo del fluido para proporcionar un flujo adecuado en el conducto (7) se puede
implementar en un gran numero de modos equivalentes. Los parametros que se pueden ajustar incluyen la altura de
la columna del fluido en el conducto (7) y el contenedor separador (5), el caudal de la primera conexién y el caudal a
través de la tercera conexién.

El medio de recoleccion de los embriones separados también se puede implementar arrastrando el fluido a través
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del conducto (7) y recogiendo el fluido que sale del conducto (7). Como alternativa, la succién de una salida de fluido
opcional aparte se puede usar para arrastrar y recolectar los embriones de la region axial de la pared inferior (6). En
realizaciones en las que la operacion incluya arrastrar el fluido a través del conducto (7), es preferible que el medio
de recoleccion de los embriones separados comprenda medios de recoleccion selectiva de una fraccion del fluido
que sale del conducto (7). Dicho medio de recolecciéon de fracciones puede controlarse manualmente o controlarse
automaticamente, por ejemplo, simplemente cronometrando el tiempo.

El medio de recolecciéon puede también comprender un sensor (8) que detecte la presencia o ausencia de un
embrion en el fluido que sale del conducto (7). El sensor (8) puede comprender un fotosensor. Los fotosensores para
usar con la invencién pueden ser, en principio, cualquiera de los muchos fotosensores conocidos en la técnica
adecuados para el fin. Ejemplos de sensores adecuados incluyen, pero no se limitan a, los basados en uno o mas
haces opticos, incluidos haces laser, sensores de induccion, sensores sonicos, incluidos sensores ultrasénicos. Los
datos obtenidos con el sensor (8) pueden usarse para dirigir los medios de recoleccion de fracciones para recolectar
de forma selectiva una fraccién del fluido de salida que contiene una concentracién predeterminada de embriones.

Medios de alimentar los embriones suspendidos en fluido y el tejido embriogénico inmaduro en el contenedor
separador (5)

Los embriones suspendidos en fluido y el tejido embriogénico inmaduro se pueden alimentar en el contenedor
separador (5) bien de forma intermitente (discontinua) o continuamente. Las caracteristicas de cada forma de operar
se divulgan por separado mas adelante.

Preferentemente, el medio de introduccién es un conducto de alimentacion (9) adecuado para liberar el embrién y el
tejido suspendido en fluido, preferentemente, en la regiéon axial del contenedor separador (5) y, preferentemente,
cerca de la superficie del fluido. El lugar de introducciéon no es muy importante, siempre que el lugar de introduccién
se localice a al menos algo de distancia de la pared inferior (6) para permitir suficiente distancia para separar los
embriones del tejido. El medio de introduccion puede integrarse en un eje del medio de rotacion (18), por ejemplo, se
puede usar un eje hueco (11) como conducto de alimentacion (9) para alimentar los embriones y el tejido.

Dispositivo separador y procedimientos adaptados para operacion discontinua

En muchos casos, los racimos embriogénicos que se estan procesando se tienen que alimentar en una etapa de
dispersion discontinua desde una placa Petri o un biorreactor. Para un dispositivo separador localizado corriente
abajo de la unidad dispersora, esto tendra como resultado una entrada de flujo de embriones no homogénea. En
este caso, el medio liquido portador de los embriones dispersados y del tejido embriogénico inmaduro sera rico en
embriones durante un corto periodo de tiempo (denominado periodo “Rico”) y, después, estarda deplecionado de
embriones durante un periodo de tiempo. Durante el periodo entre la separacion de un lote de embriones y antes de
la introduccién del lote posterior y antes de la introduccion del lote posterior (p. e€j., durante los intercambios de la
fuente para los racimos embriogénicos que se estan procesando), habra muy pocos o ninglin embrion presente en el
contenedor separador (5) (denominado periodo de “deplecion”), Dado que es beneficioso minimizar la cantidad de
tejido embriogénico inmaduro dentro del contenedor separador (5), durante el periodo de deplecion,
preferentemente, el medio fluido en el contenedor separador puede sustituirse. Por tanto, un dispositivo de la
invencion adaptado para operacion discontinua comprende, preferentemente, medios de sustituir el fluido en el
contenedor separador (5).

El dispositivo puede comprender, opcionalmente, un sensor (8) para controlar el fluido que sale del medio de
recoleccion de embriones. El sensor (8) se puede usar para controlar el transporte de los embriones y detectar la
aparicién de una corriente deplecionada. Una vez que el sensor (8) ya no detecta embriones durante un periodo de
tiempo designado, puede ser sefal de inicio del periodo de deplecion, que hace que el medio de sustitucion del
fluido en el contenedor separador (5) realice una operacién de sustitucion de fluido.

El desencadenante de una operacion de sustitucion de fluido también se puede realizar manualmente o fijando la
sustitucion de fluido para que se produzca en un periodo de tiempo predeterminado tras la introduccién del ultimo
lote de embriones.

La operacion de sustitucion de fluido se puede realizar de diversos modos. Los ejemplos siguientes no deben
interpretarse como limitantes de ningin modo y las caracteristicas encontradas en los diferentes ejemplos se
pueden combinar libremente.

Por ejemplo, se puede inyectar medio puro en el contenedor separador (5), a través del medio de introduccién de
embriones suspendidos en fluido. Una véalvula opcional (36) se puede usar para bloquear cualquier flujo a través del
conducto (7) en la pared inferior (6), de modo que el fluido rebose a través de la segunda salida (25), reemplazando
de este modo rapidamente el contenido del contenedor por medio puro.

Como alternativa, el dispositivo puede comprender, opcionalmente, una tercera salida (30) en el fondo extremo del
contenedor separador (5) equipado con una segunda valvula (37), opcionalmente acoplada operativamente con la

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2546411 T3

primera valvula (36) en el conducto (7) en la pared inferior (6). Durante la operacién de sustitucion de fluido, la
segunda vélvula (37) se abrira y, opcionalmente, la primera vélvula (36) se cerrard simultaneamente, permitiendo
que el fluido salga de la tercera salida (30) y deplecionando de este modo el contenedor separador (5) del medio de
fluido que contiene material de tejido embriogénico inmaduro.

En otra alternativa mas, el medio de sustitucién del fluido comprende un tubo de extraccion (32) fijado a un
accionador lineal orientado verticalmente (35) que se bajard para extraer el liquido que contiene el tejido
embriogénico inmaduro del contenedor separador (5) para extraer el fluido. Una vez que el liquido se ha extraido
completamente, el tubo de extraccion se puede subir con la salida (33) por encima del nivel del liquido.

Como alternativa, el fluido en el contenedor separador (5) puede también drenarse a través del conducto (7).

Una vez que el liquido con tejido embriogénico inmaduro se ha drenado suficientemente, se proporcionard medio
fluido fresco al contenedor separador (5) para el siguiente lote de masa embriogénica que se va a procesar.

Dispositivo separador y procedimiento adaptado para operacion continua

Si la fuente de los racimos embriogénicos que se estan procesando es continua, el procedimiento y el dispositivo de
la presente invencién se pueden usar de un modo operativo continuo para la separacién de embriones. El dispositivo
de la invencion adaptado para operacion continua comprende, preferentemente, medios de sustituir de forma
continua el fluido en el contenedor separador (5).

Preferentemente, el medio para reemplazar de forma continua el fluido en el contenedor separador (5) comprende
medios de proporcionar un caudal de medio fresco al contenedor separador (5) (p. €j., a través del conducto de
alimentacion (9)), que es mucho mayor que el caudal del conducto (7), con un exceso de flujo que contiene el tejido
embriogénico inmaduro que sale del contenedor separador (5), por ejemplo a través de la segunda salida (25) y/o a
través de una tercera salida (30).

El factor por el cual el caudal de entrada es mayor que el caudal de salida a través del conducto (7) se puede decidir
en funcién del nivel de eficiencia de separacion deseada. El caudal de entrada relativo mas alto tendra como
resultado un factor de purificacion mayor. En principio, la cantidad de tejido contaminante restante mezclado en el
embrion separado estara inversamente relacionada con el factor por el cual el caudal de entrada es mayor que el
caudal de salida a través del conducto (7).

Es preferible que el caudal de entrada supere el caudal de salida a través del conducto (7) por un factor de
aproximadamente 3, 5, 10, 15, 20 o0 mas. También puede ser preferible que el caudal de entrada supere el caudal de
salida por un factor en el intervalo de 1,1-1000, 2-100, 2-50, 2-20, 3-20, 5-15, 5-10 u 8-12. En ciertas realizaciones,
se prefiere que el caudal de salida a través del conducto (7) sea igual a cero o sea sustancialmente cero.

En el caso del modo de operacion continua, es preferible que los embriones se recojan de forma continua del
contenedor separador (5) del conducto (7).

También son posibles otros medios continuos de recolectar los embriones.
Unidad de control

La unidad de control (38) tiene capacidades de computacion y almacenamiento y se puede proporcionar como una
unidad fisica o, como alternativa, como una pluralidad de unidades interconectadas de forma légica. La unidad de
control (38) se puede implementar de muchos modos.

Por ejemplo, la unidad de control (38) podria ser un ordenador personal disponible comercialmente de forma habitual
0 una unidad de control controlada por microprocesador adaptada especificamente.

Los medios de controlar otras unidades y recibir datos de otras unidades se pueden implementar de diversos modos,
con cables y de forma inalambrica. Por ejemplo, la unidad de control puede comprender una unidad de entrada-
salida de convertidor de C/A capaz de producir sefales eléctricas analégicas que se pueden transmitir por cables.
Las sefales enviadas por la unidad de control (38) podrian ser digitales, tal como mediante un puerto en serie, un
puerto paralelo, un puerto USB, Firewire (IEEE1394) o sefales por cables similares. Como alternativa, las sefales
podrian ser inaldmbricas o sefales acusticas, dpticas, infrarrojas o de radiofrecuencia. Por ejemplo, se podrian usar
tecnologias Bluetooth o LAN para transmitir las sefiales de la unidad de control (38) a los componentes que se van a
controlar.

Cabe destacar que la unidad de control (38) comprende légica para realizar la funcionalidad del dispositivo de
separacion. Esta funcionalidad se puede implementar por medio de un software o programa de ordenador. La unidad
de control (38) puede también comprender medios de almacenamiento o una unidad de memoria para almacenar el
programa de ordenador y medios de procesamiento o una unidad de procesamiento, tal como un microprocesador,
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para ejecutar el programa de ordenador. El medio de almacenamiento también puede ser un medio de
almacenamiento legible separado pero conectado con la unidad de control (38). Cuando en lo anterior se describe
que el dispositivo separador o el dispositivo de deposicion realiza una funcién determinada, debe entenderse que la
unidad control (38) en el dispositivo separador o el dispositivo de deposicién usa el medio de procesamiento para
ejecutar una parte determinada del programa que se almacena en el medio de almacenamiento.

Separador con dos o mas contenedores

Dos o mas dispositivos separadores como se ha descrito anteriormente pueden estar conectados en serie para
conseguir una pureza de embriones mas elevada. Por ejemplo, un primer dispositivo separador con un caudal de
salida alto a través del conducto (7) (que tiene como resultado una velocidad alta pero una pureza baja) puede estar
corriente arriba y la salida del primer dispositivo separador puede alimentarse directamente en un segundo
dispositivo separador con una operacion mas lenta pero mayor factor de purificacion. Como alternativa, un
dispositivo de separacion mas lenta con un factor de purificacién mas alto se puede usar como dispositivo corriente
arriba y uno mas rapido corriente abajo. Las combinaciones de mas de dos dispositivos separadores también son
posibles y se pueden preferir para las aplicaciones en las que la pureza es de la mayor importancia.

Procedimiento para separar embriones somaticos de tejido embriogénico

La invencion también se refiere a un procedimiento de segregar y separar embriones suspendidos en fluido en tejido
embriogénico inmaduro. El procedimiento implica el uso de un contenedor separador (5) como se ha descrito
anteriormente.

El procedimiento se basa en usar una combinaciéon de efectos que juntos producen segregacion y separacion
eficaces y rapidas de los embriones del tejido embriogénico inmaduro. El procedimiento comprende lo siguiente:

a) inducir un flujo de rotacion axisimétrico forzado en el contenedor separador (5), descrito anteriormente, respecto a
la pared inferior (6) y, opcionalmente,

(b) crear un vortex colector en el fondo del contenedor separador (5), drenando fluido del conducto (7) en o cerca del
centro de la pared inferior (6).

El flujo en rotacién forzado es tal que se forma una capa limite fina en la pared inferior. Mediante el uso del vortex
colector opcional, existe una capa limite adicional (capa limite de absorcion) que se forma cerca del conducto de
drenaje (7) debido al vértex colector. El procedimiento también comprende tener un gradiente de presion positiva en
el contenedor separador (5). Dicho gradiente de presion se crea mediante el fluido de rotacién. El procedimiento
comprende el uso de las caracteristicas de una capa limite formada de este modo debajo de un fluido en rotacion,
opcionalmente en combinacién con un vértex colector, como se elabora en el presente documento. El fluido de
rotacion crea un gradiente de presion positiva con una magnitud sustancialmente igual dentro y fuera de la capa
limite. Fuera de la capa limite, los objetos rotan con el flujo acercandose a una 6rbita de equilibrio en la que la fuerza
de entrada debida al gradiente de presion positiva se equilibra con la fuerza centrifuga debida a la rotacién del
objeto. Este equilibrio entre la fuerza centrifuga y la fuerza debida al gradiente de presion no existe dentro de la capa
limite, ya que la velocidad de rotacién de los objetos disminuye sustancialmente dentro de la capa limite. El
procedimiento se basa adicionalmente en una diferencia clave en la caracteristica hidrodinamica del embrién con
respecto al tejido embriogénico inmaduro. La fuerza de arrastre en un embrién es sustancialmente menor que la
fuerza de arrastre en tejido embriogénico inmaduro debido a la gran diferencia en la proporcién superficie:volumen.
Debido a esta diferencia, los embriones sedimentan y entran faciimente en la capa limite; no obstante, el tejido
embriogénico inmaduro también sedimenta pero no entra en la capa limite. En su lugar, el tejido embriogénico
inmaduro sigue atrapado en el fluido de rotacion primario. El embrion dentro de la capa limite es empujado
inicialmente hacia el eje central por la fuerza dominante debido al gradiente de presién positiva. Al ir acercandose al
centro, el embrién puede quedar atrapado rapidamente dentro del vortex colector y se puede recoger faciimente del
mismos. Como alternativa, los embriones se recogen simplemente de la region axial de la pared inferior (6).

Por tanto, el procedimiento comprende segregar los embriones del tejido embriogénico en la capa limite (20) y
también separar los embriones en una corriente de liquido sin tejido embriogénico inmaduro mediante la presencia
del vortex colector.

Preferentemente, el caudal hacia fuera del conducto (7) (del contenedor separador (5)) es cero o esencialmente cero
y los embriones entran en el conducto (7) mediante sedimentacion por gravedad. Puede ser preferible inducir un
flujo de entrada en el conducto (7), ya que puede mejorar adicionalmente la pureza alejando la masa embriogénica
del conducto (7). No obstante, la fuerza de arrastre hacia arriba en el embrién debido a la velocidad hacia dentro del
liquido en el conducto (7) no debera superar el peso del embrién menos el peso del liquido desplazado por el
embrion (efecto de flotacién); en caso contrario, el embrién se movera hacia dentro en el conducto (7).
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Procedimiento adaptado para operacion discontinua

El procedimiento puede estar adaptado para operar de forma discontinua, en cuyo caso comprende ademas
recolectar los embriones recolectando de forma selectiva los embriones de la region axial de la pared inferior (6)
durante un periodo de tiempo después de la introduccion y tras la sedimentacion de los embriones, pero antes de
que el tejido embriogénico inmaduro haya tenido tiempo de sedimentar. Preferentemente, el procedimiento
discontinuo también comprende la etapa de sustituir el medio fluido en el contenedor separador (5) antes de la
introduccion en el lote posterior.

Procedimiento adaptado para operacion continua

El procedimiento se puede adaptar para operacion continua, en cuyo caso comprende ademas usar un contenedor
separador (5) con una segunda salida (25) en la parte superior del contenedor separador (5), alimentar fluido en el
contenedor separador (5) a una velocidad que supera la velocidad del flujo de fluido del conducto (7).
Preferentemente, los embriones se recogen del conducto, preferentemente en el fluido que sale del conducto (7).

3. Unidad de orientacién y clasificacion

Se proporciona una descripcion detallada del procedimiento y dispositivo para detectar, clasificar y orientar para la
deposicion de embriones maduros en la orientacion correcta en un sustrato adecuado en la solicitud de patente
PCT/US09/39982.

La unidad de orientacién y clasificacién divulgada en el documento PCT/US09/39982 es (til en combinacion con los
medios de dispersador y separador en el sistema automatico de la presente invencién. El documento
PCT/US09/39982 proporciona un aparato para la deteccion y orientacién automatica de embriones vegetales, tales
como embriones somaticos vegetales. También se proporciona un aparato que tiene la capacidad adicional de
clasificar embriones aceptables de otros objetos.

El aparato del documento PCT/US09/39982 para la orientacion automatica de embriones vegetales suspendidos en
un liquido que fluye a través del aparato comprende:

a) canales de flujo para el liquido que comprende una entrada para el liquido (501) de un tubo de entrada (502),
salida de liquido (503) de un tubo de salida (504), tubo de deposicién (505) conectado a un dispositivo de deposicion
(5086), comprendiendo dicho dispositivo de deposicién medios para generar presion liquida positiva en relacion con la
presioén del liquido en la salida (503), medios para acomodar el liquido que entra asi como medios para proporcionar
liquido para el flujo de salida, en el que el tubo de entrada (502), el tubo de salida (504) y el tubo de deposicion (505)
estan conectados en una interseccion (507) y en el que los canales de flujo estan dimensionados de un modo tal que
los embriones pueden viajar con el liquido que fluye a través de los canales, pero estan restringidos a viajar en una
orientacion de la primera corona o de la Ultima corona mediante restricciones dimensionales sin una posibilidad de
cambiar la orientacién viajando a través de cualquiera de dichos tubos a menos que el cambio en orientacion se
produzca como se divulga mas adelante;

b) medios de direccion de flujo (518) que comprende medios de:

i) dirigir el flujo desde la entrada (501) a la salida (503);

ii) dirigir el flujo desde la entrada (501) al dispositivo de deposicion (506); y

iii) dirigir el flujo desde el dispositivo de deposicion (506) a la salida (503);

c) detector(es) que comprenden un detector de orientacion (510) colocado en el tubo de entrada (502), en el que el
detector de orientacion (510) comprende medios de determinar la orientacion de un embrién que atraviesa el tubo de
entrada (502);

d) unidad de control (38) para dirigir el flujo del liquido a los canales de flujo que comprende medios de recibir la
entrada del detector de orientacion (510) y medios de control del medio de direccion de flujo (518) de un modo tal
que:

i) en una posicion predeterminada, cuando el detector de orientacion (510) no detecta embriones, el medio de
direccion de flujo (518) esta controlado de un modo tal que el flujo del liquido en los canales de flujo esta dirigido
desde la entrada (501) a la salida (503);

ii) cuando el detector de orientacion (510) detecta un embridon que tiene una orientacion que coincide con una
orientacion predeterminada, el medio de direccion de flujo (518) esta controlado de un modo tal que el flujo del
liquido en los canales de flujo esta dirigido desde la entrada (501) a la salida (503);

iii) cuando el detector de orientacion (510) detecta un embrién que tiene una orientacién opuesta a la orientacion
predeterminada, el medio de direccion de flujo (518) esta controlado de un modo tal que el flujo del liquido en los
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canales de flujo esté dirigido desde la entrada (501) al dispositivo de deposicion (506) de modo que el embrién entra
en el tubo de deposicion (505), tras lo cual el medio de direccion de flujo (518) esta controlado de un modo tal que el
flujo del liquido en los canales de flujo esta dirigido desde el dispositivo de deposicion (506) a la salida (503) de
modo que el embridn entra en el tubo de salida (504), tras lo cual el medio de direccién de flujo (518) esta controlado
de un modo tal que el flujo del liquido en los canales de flujo esta dirigido desde la entrada (501) a la salida (503);

de este modo, todos los embriones suspendidos en el liquido que salen de la salida (503) tendran una orientacion
que coincide con la orientacién predeterminada.

El aparato adicionalmente capaz de clasificar embriones aceptables de otros objetos también se divulga en el
documento PCT/US09/39982, que comprende:

a) un medio de direccién de flujo (518) comprende adicionalmente medios de direccion del flujo en un receptor para
embriones (340) o un destino secundario (521);

b) el detector de orientacion (510) comprende adicionalmente medios de separar embriones aceptables de otros
objetos;

¢) la unidad de control (38) comprende medios adicionales de controlar el medio de direccién de flujo (518) de un
modo tal que:

i) en una posicion predeterminada, cuando el detector de orientacién (510) no detecta ningln objeto, el medio de
direccion de flujo (518) esta controlado de un modo tal que el flujo del liquido en los canales de flujo esta dirigido
desde la entrada (501) a la salida (503) y el flujo de salida esta dirigido al destino secundario (521);

iii) cuando el detector de orientacion (510) detecta un objeto distinto a un embrién aceptable, el medio de direccion
de flujo (518) esta controlado de un modo tal que el flujo del liquido en los canales de flujo esté dirigido desde la
entrada (501) a la salida (503) y el flujo de salida esta dirigido al destino secundario (521);

iv) cuando el detector de orientacion (510) detecta un embrién aceptable que tiene una orientacién que coincide con
una orientacion predeterminada, el medio de direccién de flujo (518) esta controlado de un modo tal que el flujo del
liquido en los canales de flujo esta dirigido desde la entrada (501) a la salida (503); y el flujo de salida esta dirigido al
receptor de embriones (340);

iii) cuando el detector de orientacién (510) detecta un embrién aceptable que tiene una orientacion opuesta a la
orientacion predeterminada, el medio de direccion de flujo (518) esta controlado de un modo tal que el flujo del
liquido en los canales de flujo esta dirigido desde la entrada (501) al dispositivo de deposicién (506) de modo que el
embrién entra en el tubo de deposicién (505), tras lo cual el medio de direccién de flujo (518) esta controlado de un
modo tal que el flujo del liquido en los canales de flujo esta dirigido al dispositivo de deposicién (506) a la salida
(503) de modo que el embrion entra en el tubo de salida (504), tras lo cual el medio de direccién de flujo (518) esta
controlado de un modo tal que el flujo del liquido en los canales de flujo esta dirigido desde la entrada (501) a la
salida (502) y el flujo de salida esté dirigido al receptor de embriones (340);

de este modo, todos los embriones aceptables suspendidos en el liquido que sale de la salida (3) estaran dirigidos al
receptor de embriones (340) y tendran una orientacion que coincide con la orientacion predeterminada y de modo
que otros objetos se clasifiquen en el destino secundario (521).

El aparato del documento PCT/US09/39982 puede caracterizarse mas especificamente porque:

a) el medio de direccion de flujo comprende una valvula de entrada (508) colocada en el tubo de entrada (502) y una
véalvula de salida (509) colocada en el tubo de salida (504), en el que dichas valvulas proporcionan medios de control
del flujo en los canales de flujo abriéndose y cerrandose en respuesta a sefiales de control;

b) la unidad de control (38) comprende medios de controlar las valvulas (508) y (509) de un modo tal que:

i) en una posicién predeterminada, cuando el detector de orientacién (510) no detecta embriones, la vélvula de
entrada (508) se abre y la valvula de salida (509) se abre, de modo que el flujo del liquido en los canales de flujo
esta dirigido desde la entrada (501) a la salida (503);

ii) cuando el detector de orientacion (510) detecta un embrién que tiene una orientacion que coincide con una
orientacion predeterminada, la valvula de entrada (508) permanece abierta y la valvula de salida (509) permanece
abierta, de modo que el flujo del liquido en los canales de flujo sigue dirigido desde la entrada (501) a la salida (503);
y

iii) cuando el detector de orientacién (510) detecta un embrién aceptable que tiene una orientacion opuesta a la
orientacion predeterminada, la valvula de entrada (508) permanece abierta y la valvula de salida (509) se cierra, de
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modo que el flujo del liquido en los canales de flujo esta dirigido desde la entrada (501) al dispositivo de deposicion
(506) de modo que el embrion entra en el tubo de deposicion (505), tras lo cual la valvula de entrada (508) se cierra
y la valvula de salida (509) se abre, de modo que el flujo del liquido en los canales de flujo esta dirigido desde la
deposicion (506) a la salida (503) de modo que el embrién entra en el tubo de salida (504), tras lo cual la valvula de
entrada (508) se abre y la valvula de salida (509) permanece abierta, de modo que el flujo del liquido en los canales
de flujo de nuevo es dirigido desde la entrada (501) a la salida (503) como en la posicion predeterminada;

de este modo, todos los embriones suspendidos en el liquido que salen de la salida (503) tendran una orientacion
que coincide con la orientacién predeterminada.

El aparato del documento PCT/US09/39982 puede comprender especificamente uno o mas de los siguientes:

(a) un detector del tubo de deposicion adicional (511) que comprende medios de deteccion de la presencia o
ausencia de un embrién en un tubo de deposicion (505), en cuyo caso la unidad de control (38) comprende medios
de recibir entradas desde el detector del tubo de deposicién (311) para determinar cuando un embrién ha entrado en
el tubo de deposicién (505) esperando que el detector del tubo de deposicion (511) detecte la presencia y la
ubicacion de un embrion en el tubo de deposicion (505); y/o

(b) un detector del tubo de salida adicional (12) que comprende medios de deteccidn de la presencia o ausencia de
un embrion en el tubo de salida (504), en cuyo caso la unidad de control (38) comprende medios de recibir entradas
desde el detector del tubo de salida (512) para determinar cuando un embrién ha entrado en el tubo de salida (504)
esperando que el detector del tubo de salida (512) detecte la presencia y la ubicacién de un embrién en el tubo de
salida (504); y/o

Uno o mas casos en los que un objeto o un embridn va a entrar en una ubicacion concreta se pueden determinar
mediante un periodo de tiempo predeterminado en un caudal constante del liquido que fluye a través del aparato del
documento PCT/US09/39982.

El dispositivo de deposicion (506) puede comprender un contenedor liquido abierto a la presiéon atmosférica que
contiene liquido que tiene un nivel de superficie mas alto respecto a la salida (503) de modo que la presién
hidrostatica sea suficiente para proporcionar un flujo de liquido en los canales de flujo desde el dispositivo de
deposicion (506) a la salida (503) cuando los medios de direccién de flujo se han fijado en consecuencia.

El dispositivo de deposicion (506) puede tener, preferentemente, un area transversal horizontal mucho mas grande
en comparacion con el area transversal del tubo de deposicion (505) de forma tal que el nivel de liquido dentro de la
deposicion (506) sea sustancialmente constante durante la operacion.

Las valvulas (508) y/o (509) pueden ser valvulas de asentamiento solenoides.

El detector de orientacién (510) comprende, preferentemente, un medio de imagen digital y medios de analisis de
imagen computerizada.

La unidad de orientacién y clasificacién divulgada en el documento PCT/US09/39982 proporciona al menos las
ventajas siguientes:

-Plantar el embrién en la orientacién correcta

-Costes bajos

-Orientacién precisa y facilitamiento de la clasificacion de los embriones viables de otros objetos
-Obtencion de imagenes y caracterizacion de cada embridon somatico es posible

-Répido procesamiento de un gran nimero de embriones

- La manipulacién suave de los embriones somaticos en fase liquida incrementa la velocidad de conversion de
embriones maduros en embriones germinados.

- Un aparato eficiente permite un rendimiento suficiente de embriones maduros también de lineas celulares que solo
producen un namero limitado de embriones maduros

4. Deposicion para germinacion
Procedimiento de deposicion de embriones para germinacion mediante chorro libre

El procedimiento de deposicién descrito en el presente documento se basa en la liberacién de un embrion,
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procesado de algun modo antes de dicha liberacién, en un receptor de embriones (340) por medio de un chorro de
fluido libre. El procedimiento tiene la ventaja de no requerir ninguna parte mecanica movil, tal como cintas
transportadoras o brazos roboticos.

Se divulga un procedimiento para depositar un embrién vegetal somatico en un receptor de embriones (340), que
comprende las etapas de:

i) proporcionar un embrién vegetal suspendido en fluido en una orientacion deseada;
i) proporcionar un receptor de embriones adecuado;
i) opcionalmente, proporcionar medios para estabilizar el chorro libre de fluido transportador del embrién

iv) alimentar el embrion vegetal en el receptor de embriones (340) usando medios de un chorro libre de fluido
manteniendo al mismo tiempo la orientacién deseada.

El medio para estabilizar el chorro libre de fluido transportador del embriéon se puede usar para contrarrestar
cualquier inestabilidad del chorro de liquido que se puede producir, como se muestra que se produce en algunos
casos tal como se trata mas adelante.

Preferentemente, el procedimiento puede comprender ademas el uso de medios de generacion de un chorro de
fluido libre que tiene un canal de flujo (387) con una seccion recta esencialmente lineal inmediatamente corriente
arriba de la salida del medio. La seccién recta (370) tiene una longitud de al menos un diametro interno (380) del
canal de flujo, pero, preferentemente, 10 veces el diametro interno del canal de flujo.

Dispositivo para depositar embriones

El dispositivo de liberacion de embriones y el receptor de embriones son capaces de transportar y sujetar el embrion,
respectivamente, conservando la orientacion del embrion. Aunque el medio fluido preferido portador del embrién en
este caso es liquido, mas preferentemente agua, otros fluidos liquidos o gaseosos, tales como aire, también estan
dentro del alcance de la presente invencién.

El dispositivo de la invencion comprende medios de formar un chorro libre (360) de fluido que emana de la salida
(365) de un canal de flujo, en el que el chorro libre esta alineado con un receptor de embriones (340) con las
caracteristicas que se indican mas adelante.

La seccién del canal de flujo inmediatamente corriente arriba del punto de salida (365) tiene una seccion recta
esencialmente lineal (370) con una longitud al menos igual a una dimensién transversal interna mas grande (380),
pero, preferentemente, 10 veces la dimension transversal interna mas grande del canal de flujo. La seccion recta del
canal de flujo (370) inmediatamente corriente arriba de la salida (365) permite que el chorro de fluido que sale de la
salida sea sustancialmente unidireccional con corrientes sustancialmente paralelas sin corrientes secundarias.

Sin limitar las variaciones de disefio, se prefiere que la punta de salida de la boquilla (365) sea al menos una
dimension transversal interna mas grande y, preferible, aproximadamente tres dimensiones transversales internas
mas grandes por encima de la entrada o de la superficie superior del receptor de embriones. En otras palabras, el
chorro libre (360) que sale por la salida (365) tiene una longitud preferible que es de una a tres veces la dimension
transversal interna mas grande. Cuando la punta de la salida (365) esta mas cerca que una dimension transversal
interna mas grande de un tubo de la entrada del receptor de embriones, el rebosamiento de liquidos puede alterar el
chorro y la liberacién de embriones. Cuando la punta esta mas de tres dimensiones transversales internas mas
grandes del tubo del receptor, es mas dificil mantener un chorro estable y alineado precisamente con el receptor, y
el embrion puede tener suficiente tiempo para rotar y cambiar ligeramente de orientacion (386) causando problemas
al entrar en el receptor, como se ilustra en la figura 12.

En el caso de los chorros de liquido, que se prefieren en la presente invenciéon, en funcién de la longitud del chorro
libre y la velocidad media del chorro libre, la tension superficial del liquido y el radio del chorro del liquido, el chorro
del liquido puede ser inestable y tomar una forma contorneada (386) que podria conducir a la rotura del chorro. Este
fenébmeno, conocido en el campo de la inestabilidad hidrodinamica como inestabilidad de Rayleigh (véase
Hydrodynamic Instability de Drazin y Reed; ISBN 0 521 28980 7, 1987), tiene como resultado una rotura del chorro
de liquido libre con tiempo suficiente. Por ejemplo, en una realizacion preferida del dispositivo de deposicion de
embriones, cuando la dimension transversal interna mas grande es de aproximadamente 4,2 mm (es decir, la
diagonal de una seccién transversal de 3x3 mm cuadrados del canal), la longitud preferida del chorro libre es de
aproximadamente 12,5 mm y el diametro hidraulico del chorro redondo es de aproximadamente 3,4 mm. Se puede
mostrar, en base al analisis de estabilidad lineal, que la forma contorneada de la alteracion que conduce a dicha
inestabilidad y la rotura del chorro crecera por un factor exponencial e, es decir por un factor de aproximadamente
2,7 veces en 2 ms. Para una velocidad del chorro de aproximadamente 0,5 m/s, el crecimiento de la alteracion por
un factor de 2,7 se producird en una longitud de aproximadamente 1 mm del chorro libre. Por tanto, el chorro
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después de 10 mm podria empezar a mostrar alteraciones grandes. El medio para estabilizar el chorro divulgado en
el presente documento como parte del dispositivo de deposicion (260) se basa en el conocimiento de la inestabilidad
hidrodinamica y los parametros que estan incluidos en el crecimiento del modo de desestabilizacién primaria en el
chorro libre.

La razén de la inestabilidad de un chorro de liquido libre es el efecto de la tensién superficial del liquido y la
curvatura del chorro del liquido. Una ligera alteracion que produce una deformacion axisimétrica del chorro
disminuye ligeramente el radio de curvatura del chorro, aumentando el efecto de la tension superficial que, a su vez,
fuerza ademas la disminucion del radio, aumentando el efecto de la alteracion que fuerza al chorro a tomar una
forma contorneada que, en ultima instancia, rompe el chorro. Este fendmeno es claramente visible con el chorro libre
que sale de la boquilla. A medida que el caudal disminuye, la inestabilidad y la rotura del liquido se acercan cada vez
mas a la salida del tubo (365). Para los casos en los que es necesario tener un chorro de liquido libre lento que
libere el embrién en el receptor, esta inestabilidad se convierte en lo bastante grande para hacer que el embrién rote
dentro del chorro de liquido libre (386) y no se deposita adecuadamente en el interior del contenedor receptor de
embriones (340).

-0.5
- rip
El modo principal de inestabilidad crece exponencialmente como €* cuando S = 0.34 ( /0) , Yy en esta

ecuacion de la velocidad de crecimiento, r, p y 6 son, respectivamente, el radio, la densidad y la tension superficial
del chorro de liquido. Si esta inestabilidad prevalece, el sistema de liberacion del chorro de liquido de la presente
invencion no serd fiable en términos de liberar de forma consistente el embriéon en el contenedor y conservar la
orientacion del embrién.

Para chorros de liberacion de liquido lenta, el chorro puede estabilizarse eliminando esencialmente la superficie libre
del chorro de liberacion (381), es decir la interfaz entre el liquido y el aire, encapsulando el chorro (382) dentro de
otro chorro de liquido con un diametro mayor (381). Esto, en efecto, elimina el aire que rodea al chorro de liberacion
(es decir, el chorro que contiene los embriones) y, de hecho, sustituye a un chorro de diametro menor con un chorro
de diametro mas grande. Como se muestra por la ecuacion de la velocidad de crecimiento anteriormente, la
velocidad de crecimiento de la alteracion depende del radio del chorro a la potencia de -3/2; cuando el radio
aumenta de 4,2 mm a 8,4 mm, la velocidad de crecimiento de la inestabilidad disminuye en aproximadamente un
factor de 3. Esto tiene como resultado un chorro de liberacion sustancialmente mas estable. Dado que las
inestabilidades aparecen primero en la superficie libre del chorro, en el chorro de liberacion encapsulado, la capa
liquida externa pasa a ser inestable saliendo primero del chorro de liberacion interno sustancialmente estable lo
bastante largo como para que los chorros de liberacion lenta permanezcan sustancialmente estables y rectos
conservando la orientacion del embridn en el punto de la liberacién en el contenedor del receptor de embriones.

En muchas situaciones, cuando el embridn y el chorro de liberacién de embriones tienen que moverse mucho mas
despacio (es decir, mucho menos de 0,5 m/s), un chorro de liquido libre tipico de 12 mm o mas largo con un
diametro de aproximadamente 3 mm sera inestable y la operacion de liberacién puede no conservar la orientacion
del embriéon que se esta depositando en el contenedor del receptor de embriones. Un chorro muy inestable con
forma contorneada (386) puede incluso no permanecer recto suficiente para liberar el embrion dentro del
contenedor. Un medio opcional para estabilizar el chorro en esta situacion es encapsular el chorro de liberacién
(381) con un chorro de fluido externo (381) colocando el tubo de liberacion (388) dentro de un tubo externo (387) con
una junta sellada. Ajustando el caudal en el tubo externo (387), el chorro de liberacién interno (382) sera
sustancialmente mas estable y, por tanto, proporciona un medio mas fiable de depositar el embrién en el receptor de
embriones de un modo que preserve la orientacién del embrién (383a).

Aunque se pueden usar diferentes liquidos como los fluidos internos y externos, se prefiere usar el mismo liquido
para el fluido interno y externo con el fin de eliminar una interfaz entre el chorro de liberacién (383) y el chorro de
encapsulacion (381). Al usar el mismo liquido, no existe tension interfacial entre los chorros de liberacion y de
encapsulacion.

Sin limitaciones, se prefiere que coincidan la velocidad media de los chorros de liberacion y de encapsulacion de un
modo tal que los fluidos en cada chorro viajen sustancialmente con la misma velocidad. Cabe destacar que cualquier
fluido viscoso que se mueva adyacente a una superficie sélida estacionaria tendrd una velocidad cero en la
superficie sélida, el principio de no deslizamiento en la dindmica de fluidos. Por tanto, el liquido inmediatamente
adyacente a las superficies soélidas internas y externas del tubo interno (388) tendra una velocidad cero. En la salida
del tubo (365), la velocidad en la interfaz entre el chorro de liberacion y el chorro de encapsulacién aumenta de cero
justo en la salida hacia alcanzar la velocidad media del chorro libre. Con el fin de evitar crear una cizalladura extra
entre los chorros de liberacion y de encapsulacion, se prefiere ajustar el caudal del chorro de encapsulacion para
tener la misma velocidad media en el chorro de encapsulacion que en el chorro de liberacion. En la practica, esto se
puede conseguir calculando la velocidad media en el chorro de encapsulaciéon en base al caudal y el area
transversal del chorro de encapsulacion (381).

Por tanto, el dispositivo de deposicién puede comprender opcionalmente medios de incrementar la estabilidad del
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chorro de liberacion que comprende medios de encapsular el chorro de liberacion de los embriones en otro chorro
con un didmetro sustancialmente méas grande.

Receptor de embriones

Un receptor de embriones empleado de acuerdo con la invencién puede ser un contenedor o cualquier camara de
crecimiento para recibir un embrion, tal como una semilla artificial o un contenedor de germinacién, siempre que el
receptor de embriones (340) se construya de un modo tal que reciba y sujete el embridn al tiempo que conserva la
orientacion del embrién.

En la construccion de un receptor de embriones (340), las dimensiones fisicas del receptor, las propiedades del
sustrato, asi como suficiente capacidad de drenaje (cuando se usa liquido para depositar los embriones) son
importantes.

Las dimensiones del receptor deben ser lo bastante grandes para acomodar el embrién y lo bastante pequefias para
conservar la orientacion deseada. El receptor de embriones también debe tener un diametro de abertura inicial al
menos igual al diametro transversal mas grande del embrién, pero, preferentemente, al menos un 10% mas grande
para permitir que el embrion entre con el chorro libre. El receptor para usar con el transportador de chorro de liquido
requiere medios para drenar el exceso del transportador liquido que entra en el receptor junto con el embrién.
Preferentemente, el receptor esta perforado (345) para conseguir el drenaje. Preferentemente, al menos una de las
perforaciones (345) se localiza en el fondo del receptor para drenar mas completamente el exceso de fluido del
contenedor. Preferentemente, el receptor de embriones tiene una forma cilindrica o coénica. Un receptor de forma
conica con el diametro interno al menos dos veces mas grande que el diametro transversal mas grande del embrién,
y con un fondo perforado plano con un radio de, como maximo, el diametro mas pequefio del embrién y una longitud
axial de al menos dos veces la longitud de un embridn seria una de las formas preferidas del contenedor. Dicha
forma del contenedor es preferida porque permite que el exceso de liquido pase y drene libremente mientras el
embrion se deposita primero sin constricciones del lado interno del contenedor y después mas restringido cuando
alcanza el fondo del contenedor, de modo que se conserva la orientacién y se mantiene el embrién en una
orientacion sustancialmente vertical.

El sustrato (320) tiene que ser lo bastante rigido como para mantener el embrién en la orientacién deseada, aunque
lo bastante flexible como para permitir su desarrollo.

El viaje del fluido a través de un canal de flujo (350) sin el embri6n tiene un caudal de fluido volumétrico igual a la
velocidad media del fluido multiplicado por el area transversal del tubo. En una realizacién, el tubo esta hecho de
cristal con una seccién trasversal de 3 x 3 mm cuadrados en el interior. La velocidad media del liquido es de
50 cm/s. Por tanto, la velocidad de flujo volumétrico es de 4,5 mi/s. Con el embrién suspendido en liquido a través
del tubo, el embrién desliza sustancialmente sobre una pelicula fina de lubricante del liquido adyacente a la pared de
cristal, lo que permite una traslacion facil y suave del embridbn con menor arrastre sobre el embriéon en oposicion al
embridn en contacto seco con la pared de cristal. Siempre hay una cantidad pequefa de arrastre sobre el embrién y,
por tanto, el embridon se mueve ligeramente mas despacio que la velocidad media del fluido dentro del canal de flujo.
Si el diametro interno del canal de flujo no cambia a lo largo de la corriente de flujo, la velocidad del embrién
permanecera sustancialmente constante y es simple predecir de forma precisa el momento de liberacion de cada
embrién sucesivo en el receptor de embriones designado por medio de una corriente de fluido forzada a través de un
canal de flujo mediante un cabezal de presién sustancialmente constante o un gradiente de presiones. Por tanto, se
prefiere que la forma y el area transversal del tubo de liberacion permanezcan sustancialmente constantes. En caso
de liquido, el cabezal de presidn constante se puede proporcionar manteniendo una deposicion de fluido a una altura
adecuada para conseguir un cabezal de presién constante suficiente para mover la corriente de liquido y los
embriones a través del tubo con una velocidad sustancialmente constante y estacionaria. En una situacién, un tubo
con una seccion transversal de 3x3 mm cuadrados y dos flexiones de noventa grados requirié 0,12 m de cabezal de
liquido para mover los embriones a la velocidad de aproximadamente 0,5 m/s a través de una seccion de 1,2 m del
tubo. Aunque se prefiere liberar el embrién verticalmente en la direccién de la gravedad en el receptor de embriones,
también es posible, y a veces ventajoso, forzar el chorro libre de fluido y al embrién para entrar en el receptor de
embriones en una direccion distinta a la vertical y descendente. Un chorro de fluido que sale de una boquilla a 0,5
m/s permanece sustancialmente recto y sustancialmente estable para una distancia de 10 mm o mas a medida que
sale de la salida del tubo (365). Por tanto, es factible depositar el embriéon en una direccion distinta a la vertical-
descendente en un receptor de embriones (340).

5. Sistema

Sin perder generalidad, los inventores usan la embriogénesis somatica como ejemplo de produccion a partir de
propagulos de plantas cultivadas in vitro. La tecnologia de embriogénesis somatica para la propagacion de la masa
de las plantas ha estado limitada por el requisito de tediosas operaciones manuales. Los procedimientos para
producir plantas a partir de embriones somaticos requieren manipulacién manual intensiva y son, por tanto, caros
para la produccion de plantas. El motivo subyacente de ello es el laborioso y largo procedimiento del laboratorio para
seleccionar manualmente, separar, clasificar, orientar y plantar los embriones durante los procesos de maduracién,
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germinaciéon y formacion de plantas. Es un objeto de la presente invencién proporcionar el procedimiento y los
dispositivos para un sistema automatico capaz de seleccionar y depositar embriones maduros que satisfagan un
conjunto de criterios definidos para germinar y formar plantas con una interferencia humana minima. Con este
sistema automatico, los procesos de seleccionar y separar los embriones maduros del racimo de embriones
producidos en placa Petri 0 en un biorreactor de liquido, clasificar, orientar y depositar los embriones para
germinacién se pueden completar en segundos.

Cada unidad de la invencién divulgada en el presente documento o por referencia se puede usar como una unidad
auténoma pero, preferentemente, es una parte integrada de un sistema mas grande para la automatizaciéon de la
propagacion de la masa de la produccion a gran escala de propagulos de plantas cultivados in vitro.

El sistema de la invencién comprende un dispositivo separador de la invencién y al menos uno de los siguientes
componentes:

a) una unidad dispersora (220) para dispersar los embriones y el tejido embriogénico suspendido en un fluido,
localizado corriente arriba del dispositivo separador, y, opcionalmente, también un biorreactor, como fuente de
embriones, localizado corriente arriba de la unidad dispersora ,

b) unidad de orientacién y clasificacion (250) localizada corriente abajo del dispositivo separador para obtencién de
imagenes y clasificar los embriones de acuerdo con un conjunto de criterios e identificar la orientacion de los
embriones para la deposicién corriente abajo mas adelante;

y opcionalmente un dispositivo de deposicion (260), localizado corriente abajo de la unidad de orientacién y
clasificacion para la deposicion de los embriones maduros seleccionados y orientados en un receptor de embriones
(340) para germinacioén y formacion de raices.

La unidad separadora de la invenciéon se puede usar como unidad autbnoma o, preferentemente, combinada e
integrada con la unidad dispersora divulgada en el documento PCT/US09/39982 como sistema dispersor-separador
para la extraccion rapida de los embriones maduros del racimo embriogénico producido en una placa Petri sobre
medio s6lido o de un biorreactor con medio liquido. En este caso, la salida del dltimo tubo dispersador esta fijada al
conducto de alimentacién (9) del separador, como se ilustra en la figura 10. Los racimos embriogénicos dispersados
en el dispersador (220) estan guiados inmediatamente hacia el interior del contenedor separador (5) a través del
conducto de alimentacion (9) del separador mientras el fluido en el contenedor separador rota mediante los medios
de rotacion (18). Los embriones dispersados con la masa embriogénica en el contenedor separador sedimentan mas
rapidamente y entran en la capa limite (20) en la placa inferior (6) del contenedor separador. Tras la entrada en la
capa limite, los embriones siguen rapidamente una trayectoria en espiral convergente hacia el centro de la placa
inferior (6) y entran en el conducto (7). Esta combinaciéon de las unidades dispersora y separadora en un subsistema
proporciona el medio de separar rapida y eficazmente los embriones de los racimos embriogénicos producidos en
placa Petri sobre medio sélido o en birreactores en medio liquido en una corriente de liquido que solo contiene
embriones. Como se ilustra en la figura 12, dicha corriente de liquido con solo los embriones se puede combinar con
otras unidades, como se divulga en el presente documento, para obtener imagenes y analizar las caracteristicas de
los embriones y la orientacion de los embriones para su deposicion en una placa adecuada para germinacion o
rechazar los embriones que no cumplen el conjunto de criterios para embriones aceptables.

Los criterios para embriones aceptables dependen del tipo de embriones que se esté procesando.

Como ejemplo, para la picea de Noruega, los criterios incluyen, entre otros, tener embriones con un cotiledén
transparente, cola alargada y longitud total que es al menos dos veces mas grande que el diametro medio del plano
transversal del embrién. La forma debe ser relativamente recta y no demasiado curvada.

Para evaluar cada embridén contra el conjunto de criterios para la produccién de plantas de un modo rapido y
rentable, los embriones separados en una corriente liquida saliendo del conducto (7) de la unidad separadora (230)
Unicamente los embriones seran guiados inmediatamente hacia la unidad de orientacion y clasificacién (250), con un
conducto de liquido guiando los embriones individuales a través de una seccién de andlisis (249), como se muestra
en la figura 12. En la seccion de andlisis, el embrion se detecta mediante sensores 6pticos y sistemas de obtencién
de imagenes. La imagen del embrién se analiza en base al andlisis de imagenes. Las caracteristicas del embrién se
analizan después contra un conjunto de criterios para “embriones “aceptables” que mas probablemente germinarian
y formarian plantas con procesamiento posterior. Si el embridn que pasa por la seccidén de analisis no es aceptable,
es decir no satisface el conjunto de criterios, se rechaza. La orientacion del embrién también se determina y cambia
si no es correcta.

Los embriones correctamente orientados y aceptables se pasan por un conducto de liquido al dispositivo de
deposicion (260) y se depositan en receptores para embriones (340). En una realizacion, una tabla XY colocara una
placa de reactor de modo que el siguiente contenedor para receptor de embriones vacio de esta placa esté
directamente y precisamente debajo de la boquilla de salida (365) del dispositivo de deposicion lo bastante largo
para que el embrion aceptable se deposite en el contenedor. En cuanto el embrién deje la salida del dispositivo de
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deposicion y se deposite en el contenedor de la placa del singulareactor, la tabla XY colocara la placa del
singulareactor de un modo tal que el liquido que salga de la boquilla de salida (365) se deposite fuera de los
contenedores receptores de embriones (300) y en la seccién de rechazo (310), como se muestra en la figura 11.
También los embriones rechazados se dirigen fuera de los contenedores receptores de embriones.

Cada vez que se detecta un embrién aceptable y se deposita, el software puede registrar la imagen del embrion, el
namero secuencial, la posicion en la placa en la que se ha depositado el embrion, la fecha y la hora del deposicion y
un codigo unico del embrion. Una vez que el receptor de embriones esta completo, se puede transportar
manualmente e instalar en la estacion de anclaje correspondiente para germinacién y formacion de raices.

Sistema sin mdédulo de orientacion

Durante los ensayos del sistema con el médulo de orientacion (252) se observé que la etapa de orientaciéon podria
ser limitante de la velocidad en relacion con la deposicién. Cuando el embrién tenia que reorientarse, la colocacién
en el contenedor de embriones (340) llevo aproximadamente cuatro veces mas que el tiempo de deposicién de un
embridn con la correcta orientacion inicial.

Con el fin de acelerar el sistema, el modulo de orientacion (250) se elimind y, en su lugar, se construy6 un colector
de embriones de tipo alternativo (312). El colector de embriones de tipo alternativo se muestra en la figura 16 (vista
lateral A, B, vista desde arriba). El colector de embriones esta controlado por motor paso a paso/conmutador (313) y
la unidad de control (38) de tal modo que, cuando se identifica un embrién con el detector de orientacién (510)
localizado corriente arriba de la salida (365), el motor paso a paso/conmutador (313) puede colocar el colector de
embriones (312) de acuerdo con la orientacién de un embrién que esta pasando.

El detector de orientacion (510) y la unidad de control (38) pueden ser, por ejemplo, un sistema de formacién de
imagenes en interfaz con un ordenador que identifica la orientacién del embrién que esta pasando. Si el embrion
identificado tiene la cola/raiz primero, dejara que el embrién pase al contenedor de embriones (349), si el embrion
tiene primero la cabeza, el motor paso a paso/conmutador (313) colocara el colector de embriones (312) de un modo
tal que se recoge el embrién. Tras la recoleccion, el embrion se devuelve al sistema, bien al separador (230) o al
diluidor (240). Con esto, el sistema funcion6 bien y la velocidad de los embriones correctamente depositados
aumenté por un factor de dos en comparacion con un sistema con modulo de orientacion (250).

Los ejemplos siguientes se interpretaran como no limitantes.
Ejemplos
Ejemplo 1: Separacion

Varios racimos de masa embriogénica de picea de Noruega (linea celular 06:28:05) con un diametro hidraulico
medio de la seccidn transversal tomado de la seccion media del racimo que varia de 5 mm a 30 mm se recogieron
de un biorreactor periddica y parcialmente sumergido e introducido en un dispersador del documento
PCT/US09/39981. Un contenedor de cultivos in vitro como se ha divulgado en el documento W09625484 se usé
como el biorreactor.

Tras el paso a través del dispensador, los embriones completamente dispersados en agua se introdujeron a través
del conducto de alimentacién (9) y en el contenedor separador (5). EI medio de rotacién (un disco) se roté a la
velocidad de 120 rpm durante mas de 20 minutos con el contenedor separador (5) lleno de agua antes de la
inyeccion de los racimos de masa embriogénica en el dispersador. Se prefiere tener el medio de rotacién en marcha
durante mas de unos minutos para eliminar los transitorios iniciales debido al inicio del motor con un liquido
estacionario. Un matraz de vidrio de 500 mm se coloc6 bajo el conducto (7) para recoger el material que sale del
contenedor separador (5). Un tubo de plastico fijado al tubo de cristal del conducto (7) se fijé a otro tubo de cristal
(tubo de cristal 1) insertado a través de una tapa de caucho ajustada a presion sobre la parte superior del matraz y
extendido a aproximadamente 5 mm del fondo del matraz. Otro tubo de cristal (tubo de cristal 2) se ajust6é a presion
a través de la tapa de caucho del matraz y se extiende hasta media altura del matraz. Un tubo de plastico se fijo a la
parte superior del tubo de cristal 2 y se guié a una deposicién colocada en una elevacién muy por debajo del fondo
del matraz.

Inicialmente, el tubo de plastico que conecta el tubo del conducto (7) a la parte superior del tubo de cristal 1 se cerré
mediante pinzamiento de modo que ningun flujo pudiera atravesar el tubo del conducto (7). Poco antes de la
inyeccion de los embriones dispersados en el contenedor separador (5), dicho tubo inicialmente pinzado se abri6 de
modo que el liquido pudiera fluir a través del tubo de cristal del conducto (7) como dicta el cabezal de presion en el
contenedor separador (5). Se observo que el caudal del liquido a través del conducto (7) era inicialmente mas alto
(como estaba previsto) hasta que el nivel de liquido en el matraz alcanzé la punta del fondo (entrada) del tubo de
cristal 2. Una valvula corriente abajo del conducto (7) (en la parte superior) del tubo de cristal 2 se ajusté para
mantener el nivel de liquido estacionario dentro del matraz. Tras la inyeccion del racimo de la masa embriogénica en
el dispersador, la masa embriogénica completamente dispersa que sale del dispersador entr6 en el contenedor
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separador (5) rapidamente quedando atrapada en el flujo. En aproximadamente 3 minutos, el tubo de plastico que
conecta el tubo del conducto (7) al tubo de cristal 1 se cerr6 mediante pinzamiento y se detuvo el motor y el flujo.
Asimismo, la valvula corriente abajo al tubo de cristal 2 se cerr6. Dado que el fondo del tubo 2 esta
aproximadamente 50 mm por encima del fondo del matraz y los embriones del matraz sedimentan en el fondo del
matraz, solo el liquido de la porcién superior del matraz es eliminado por el tubo de cristal 2 debido a la diferencia de
presiones en el matraz. El liquido y el material suspendido en el interior de contenedor separador (5), el matraz y la
deposicion corriente abajo del matraz se recogieron e inspeccionaron cuidadosamente. Del total de 52 embriones
recogidos en todo el sistema, 45 estaban en el matraz y 8 en el contenedor separador (5) y ninguno en la deposicion
corriente abajo del tubo de cristal 2. La repeticion de los experimentos con este sistema proporcioné resultados
similares, siendo la proporcion de embriones recuperados de aproximadamente 60 a 85%.

El medio de rotacion (18) en el sistema de este ejemplo se realiz6 con estereolitografia y se fij6 a un eje hueco del
motor. Se observé que el medio de rotacién era ligeramente “titubeante”, es decir no precisamente axisimétrico,
creando una onda de desplazamiento bastante periédica en la superficie del liquido. El otro motivo para esta ligera
desviacién del flujo axisimétrico ideal es la imprecision en el diametro y la forma circular del contenedor separador
(5) de vidrio usado en los experimentos. En general, si el contenedor separador (5) y el medio de rotacién (18) y todo
el sistema es una maquina precisa para crear un flujo axisimétrico ideal, cabe esperar que la eficiencia de la
recoleccién de los embriones aumente.

Ejemplo 2: Deposicion

El dispositivo de deposicion de la invencién, mostrado en la figura 11, comprende una tabla x/y con accionadores
lineales (315) y una placa de singulareactor con 20 o méas contenedores, cada contenedor para un embrién
individual. Los accionadores lineales (315) estan fijados a una unidad de control (38).

El receptor de embriones esta fijado sobre la tabla x/y en una posicion conocida con exactitud, de un modo tal que el
software del accionador lineal pueda colocar precisamente la placa. La placa receptora de embriones comprende
una pluralidad de contenedores, preferentemente 50 o mas, en una formacién de reticula, con una separacion
centro-centro especifica, preferentemente de aproximadamente 25 mm.

El contenedor puede tener cualquier forma adecuada para la aplicacién, preferentemente una forma cénica con un
fondo plano, como se muestra en la figura 11A. La pared y el fondo del contenedor estan perforados (305) para
permitir que el medio liquido entre y drene libremente hacia dentro y hacia fuera del contenedor. La placa receptora
de embriones contiene una seccién de deposicion (310) con una entrada (330) y una salida (524), como se muestra
en la figura 11B. Todo el sistema con la tabla XY estan colocados dentro de una campana para mantener todo el
sistema estéril. La placa receptora de embriones también puede estar equipada con una cubierta hermética para
poder transferir en condiciones estériles.

Ejemplo 3: Separaciéon con dos unidades de separacion

Con el fin de obtener embriones maduros puros y bien separados se conectaron dos unidades separadoras (230) en
serie. El tubo de salida (7) de la primera unidad de separacion se conectd al conducto de alimentacion (9) de la
segunda unidad de separacion. Con esta disposicion, la cantidad de tejido embriogénico inmaduro se redujo en un
95 % 0 més.

Ejemplo 4 Separacion sin o con vortex colector minimo

Existe una clara relaciéon entre la velocidad del drenaje del liquido a través del conducto (7) y la pureza de los
embriones que se estan separando. Por “pureza”, en este contexto, se quiere decir la eficacia de separacién del
tejido embriogénico inmaduro de los embriones; la pureza mas elevada significa menos masa embriogénica por
embrion.

Cuanto menor es la velocidad de drenaje del liquido a través del conducto (7), menor es la velocidad de separacion
y mas eficaz es el proceso de separacién en términos de pureza.

En base a estas observaciones, se fabricé un dispositivo que tenia un caudal de liquido de casi cero desde el
conducto (7) y se dejoé sedimentar el embrién a través de esta salida y se recolectaron de forma continua los
embriones.

De este modo, la velocidad de sedimentacién del embrién se basa en la densidad en nimero del embrién dentro del
contenedor separador y en la velocidad de rotacion del fluido. En un experimento se mostré que cuando hay
aproximadamente de 75 a 100 embriones dentro del contenedor, la velocidad de separacion de los embriones
(velocidad de flujo casi cero a través de la salida) es del orden de 1 embrién por segundo a la velocidad de rotacion
de 150 rpm.
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento para separar embriones vegetales suspendidos en fluido de tejido embriogénico
inmaduro, que comprende las etapas de:

a) proporcionar un contenedor separador (5) adecuado, conteniendo dicho contenedor fluido que tiene una
densidad inferior a la de los embriones a separar, teniendo una forma esencialmente cilindrica, teniendo
una pared inferior esencialmente plana (6) y un eje esencialmente vertical; y comprendiendo ademas un
conducto (7) en comunicacion con el fluido en el contenedor en la regién axial de la pared inferior (6)
durante la operacion y

un medio de induccién de un flujo de rotacién (18) axisimétrico que es un objeto en rotacién colocado
dentro del contenedor (5);

b) crear un vértex colector en la regién axial de la pared inferior (6) drenando fluido de dicho conducto (7); e
inducir un flujo de rotacién axisimétrico en el fluido relativo a la pared inferior (6) mediante el medio de
rotacion (18), de modo que:

i) se cree una capa limite viscosa (20) en la pared inferior (6); y
i) se cree un gradiente de presion radial en el contenedor separador (5);

c) introducir los embriones suspendidos en fluido y el tejido embriogénico inmaduro a separar en fluido
presente en el contenedor separador (5) en una ubicacion alejada de la pared inferior (6), de modo que:

i) los embriones sedimenten mas rapido que el tejido embriogénico inmaduro;

ii) dejar que los embriones puedan entrar en la capa limite viscosa (20), mientras no dejan que el tejido
embriogénico inmaduro pueda entrar en la capa limite viscosa (20);

i) arrastrar los embriones que entran en la capa limite viscosa (20) dentro de la region axial de la pared
inferior (6) y

d) recoger embriones de dicha region axial de la pared inferior (6) en el fluido drenado del conducto (7);
por lo que los embriones recogidos se separan esencialmente del tejido embriogénico inmaduro.
El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, que ademas comprende

a) proporcionar un contenedor separador adecuado (5) que ademas comprende un conducto (7) en
comunicacién con el fluido en el contenedor en la regién axial de la pared inferior (6) durante la operacién,
en el que el conducto (7) esta colocado y dimensionado de un modo tal que los embriones arrastrados
dentro de la region axial de la pared inferior (6) durante la operacién entren en el conducto (7) mediante
sedimentacion gravitacional; y

b) recoger embriones de dicho conducto (7).

El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 2, que comprende ademas la etapa de modular la
velocidad de sedimentacion de los embriones en el conducto (7) por medio de induccién del flujo del fluido a
través del conducto (7) hacia el interior del contenedor separador (5).

El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el procedimiento esta
adaptado para operar de forma discontinua y comprende ademas recolectar selectivamente los embriones
durante un periodo de tiempo tras la sedimentacién de los embriones pero antes de que el tejido
embriogénico inmaduro haya tenido tiempo de sedimentar.

El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el procedimiento esta
adaptado para operacion continua de un modo tal que comprende alimentar fluido en el contenedor
separador (5) a una velocidad que supera la velocidad del flujo de fluido del conducto (7).

Un dispositivo para separar entre si embriones vegetales suspendidos en fluido y tejido embriogénico
inmaduro, que comprende:

a) un contenedor separador (5), que, durante la operacion, contiene fluido que tiene una densidad menor

que la densidad de los embriones a separar, teniendo dicho contenedor una forma esencialmente cilindrica,
teniendo una pared inferior esencialmente plana (6), un eje esencialmente vertical y comprendiendo un
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conducto de fluido (7) en comunicacién con el interior del contenedor, localizado en la region axial de la
pared inferior (6);

b) un medio de induccién de un flujo de rotacién axisimétrico en el fluido relativo a la pared inferior (6) que
es un objeto en rotacion colocado dentro del contenedor (5), de modo que durante la operacion:

i) se crea una capa limite viscosa (20) en la pared inferior (6);

i) se crea un gradiente de presion radial en el contenedor separador (5);
c) medios de introduccion de los embriones suspendidos en fluido y el tejido embriogénico inmaduro a
separar en el fluido presente en el contenedor separador (5) en una ubicacion alejada de la pared inferior
(6), de modo que durante la operacion:

i) los embriones sedimentan sustancialmente mas rapido que el tejido embriogénico inmaduro;

ii) los embriones entran en la capa limite viscosa (20) mientras que el tejido embriogénico inmaduro
permanece sustancialmente fuera de la capa limite viscosa (20);

iii) los embriones que entran en la capa limite viscosa (20) se extraen dentro de la region axial de la
pared inferior (6) y hacia el interior del conducto (7); y

d) medios para recoger embriones de dicho conducto (7);
de modo que los embriones recogidos se separan esencialmente del tejido embriogénico inmaduro.
El dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que:

i) el conducto (7) esta colocado y dimensionado de forma tal que los embriones que son arrastrados dentro
de la region axial de la pared inferior (6) durante la operacion entran en el conducto (7) por sedimentacion
gravitacional.

El dispositivo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6-7, en el que el medio recolector de
embriones comprende medios de recoleccion de embriones del conducto (7) sin alterar sustancialmente el
volumen de fluido en el contenedor.

El dispositivo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6-7, en el que

i) el dispositivo comprende medios de drenar fluido de dicho conducto (7), en el que durante la operacion se
crea un vortex colector en la region axial de la pared inferior (6); y

i) el medio de recoleccion de embriones comprende medios de recoleccion de embriones del vértex
colector en el fluido drenado del conducto (7).

El dispositivo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6-9, en el que el dispositivo esta adaptado,
para operar de forma discontinua y comprende ademas medios de recoleccion selectiva de embriones
durante un periodo de tiempo tras la sedimentacién de los embriones pero antes de que el tejido
embriogénico inmaduro haya tenido tiempo de sedimentar.

El dispositivo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6-10, en el que el dispositivo comprende
medios de drenar fluido de la region axial de la pared inferior (6) durante la operacion, comprendiendo un
conducto extendido desde arriba o en cualquier otra direccion hacia las proximidades de la region axial de
la pared inferior (6).

El dispositivo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6-11, en el que los medios de introduccién
de embriones y tejido se localizan en una ubicacién axial cerca de la superficie del fluido.

Un sistema para procesar embriones de plantas suspendidos en un fluido, que comprende un dispositivo
separador de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6-12 y al menos uno de los siguientes:

a) una unidad dispersora (220) para dispersar los embriones y el tejido embriogénico suspendido en un
fluido, localizado corriente arriba del dispositivo separador (230) y, opcionalmente, un biorreactor (200),
como fuente de embriones, localizado corriente arriba de la unidad dispersora (220);

b) unidad de orientacion y clasificacion (250) para orientar y clasificar los embriones suspendidos en un
fluido, localizado corriente abajo del dispositivo separador; y opcionalmente, un dispositivo de deposicién,
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localizado, preferentemente, corriente abajo de la unidad de orientacién y clasificacion.

Un sistema que comprende un dispositivo separador de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6-
12,y

un dispositivo para depositar embriones vegetales suspendidos en fluido al tiempo que se mantiene la
orientacion del embrién, que comprende

i) un canal de flujo dimensionado de modo que los embriones puedan desplazarse con el fluido que
fluye a través del canal pero que estén restringidos a desplazarse en una orientacién de la primera
corona o la Ultima corona por restricciones dimensionales, emanando dicho canal de flujo a una salida
(365);

i) un receptor de embriones (340); y
iii) medios de formar un chorro libre (370) de fluido que emana de la salida, en el que el chorro libre
durante la operacion se alinea con un receptor de embriones (340) lo cual permite depositar los
embriones suspendidos en el fluido en el receptor de embriones (340);

en el que

los medios de formar un chorro libre comprenden una seccion de canal de flujo (380) inmediatamente

corriente arriba de la salida (365), teniendo una seccién recta (370) con una longitud al menos igual a la
dimensidn interna transversal mas grande del canal de flujo (380).
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