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DESCRIPCION
Procedimiento de acondicionamiento y conservacién del polen en el campo
Campo de la invencién

Esta invencién se refiere en general a un nuevo procedimiento de acondicionamiento y conservacién del polen en el
campo para aumentar la viabilidad y fertilidad general del polen para su uso en polinizaciones realizadas con polen fresco
o con polen que ha sido conservado.

Antecedentes

La presente invencidn tiene aplicaciéon en el campo de la longevidad y viabilidad del polen. La longevidad del polen varia
considerablemente de una especie a otra y estd muy influida por las condiciones ambientales, sobre todo la temperatura
y la humedad relativa. El polen, que se desprende de forma natural de las flores o estructuras florales de las angiospermas,
sufre una rapida pérdida de viabilidad una vez que se desprende de la planta. La viabilidad puede perderse en minutos u
horas, dependiendo de la especie y de las condiciones ambientales. La exposicion al aire seco y a altas temperaturas es
especialmente perjudicial para la viabilidad y longevidad del polen una vez que se desprende de la planta. Asi pues, en
condiciones naturales de campo, el polen tiene una vida limitada durante la cual permanece viable, denominada en esta
aplicacion "ventana de viabilidad" En particular, el polen de la familia de plantas Poaeceae (Gramineae), cominmente
denominadas gramineas, es especialmente vulnerable y de corta vida (Barnabas & Kovacs (1997) En: Pollen
Biotechnology For Crop Production And Improvement. (1997). Sawhney, V.K., y K.R. Shivanna (eds). Cambridge University
Press. pp. 293-314). Esta familia de plantas incluye muchos cultivos de cereales de importancia econ6émica, entre ellos el
maiz. Los procedimientos para mejorar la viabilidad del polen y prolongar la duracidén de su viabilidad son de gran valor
para la industria agricola.

Especificamente, si el polen recogido de las plantas puede almacenarse en un estado viable durante un periodo de tiempo,
este polen puede utilizarse para polinizar flores femeninas segun se desee de varias formas ventajosas. La utilizaciéon de
polen almacenado permite una polinizacién que no depende de la liberacidn activa de polen, la sincronia temporal con la
receptividad del pistilo (flor femenina), el uso de la esterilidad masculina y/o el aislamiento fisico de otras fuentes de polen.
En la actualidad, muchas especies dependen de la autopolinizacién o de la polinizacién cruzada de plantas vecinas para
producir semillas o granos fértiles. Normalmente, en la industria agricola de semillas hibridas, se requieren intervenciones
mecénicas, fisicas y/o genéticas para garantizar que las plantas femeninas se polinicen cruzadamente, y no se
autopolinicen, de modo que se emplee polen de una constitucion genética especifica para producir semillas hibridas.
Estas medidas, por ejemplo, se utilizan habitualmente para producir semillas hibridas de maiz y arroz. En algunos cultivos,
sin embargo, ni siquiera estas medidas son eficaces para garantizar una polinizacién cruzada rentable por una fuente de
polen especifica deseada. Actualmente, no es posible, o es muy dificil, producir estos cultivos comercialmente como
hibridos. Algunos ejemplos de estos cultivos son, entre otros, el trigo y la soja.

Se han hecho muchos intentos para preservar el polen y extender su viabilidad para polinizaciones mas alla del tiempo
que el polen permaneceria viable si se dejara expuesto a condiciones ambientales no controladas. Entre las gramineas,
los estudios con el maiz son ejemplares de los progresos realizados en la conservacién del polen. Se han probado muchos
tipos de tratamientos para mantener o prolongar la viabilidad y/o la fertilidad del polen de maiz. Entre ellos, muchos han
sefialado la conveniencia de tratar y/o almacenar el polen de maiz a alta humedad y/o a baja temperatura.

Entre las primeras descripciones de la conservacién del polen de maiz (Andronescu, Demetrius |., The physiology of the
pollen of Zea mays with special regard to vitality. Tesis doctoral Universidad de lllinois. 1915), se informé que en ausencia
de condiciones ambientales de almacenamiento controladas, el polen moria en dos a cuatro horas. Al aumentar la
humedad relativa del ambiente de almacenamiento, se mantuvo la viabilidad del polen durante 48 horas. Ademas, el
almacenamiento a baja temperatura (por ejemplo, 8-14°C) tuvo un efecto estimulante sobre la viabilidad del polen.

Incluso cuando no se controla la humedad relativa durante el almacenamiento, el polen de maiz mantenido a baja
temperatura (por ejemplo, 2-7°C durante 3-120 horas) puede més que duplicar su germinabilidad in vitro en comparacién
con la vitalidad inicial previa al almacenamiento o en comparacién con el almacenamiento a 35°C (Pfahler, P.L. y Linskens,
H.F., (1973) Planta, 111(3), pp.253-259; Frova, C.B. y Feder, WA, (1979) Ann Bot, 43(1), pp.75-79). Cuando para el
tratamiento del polen se combinan una alta humedad (90% HR) y una baja temperatura (4°C) durante el almacenamiento,
la germinacién del polen de maiz en medios artificiales se mantiene de buena a regular durante ocho dias (Sartoris, G.B,,
(1942) Am JBot, pp.395-400). El almacenamiento del polen de maiz en las mismas condiciones durante ocho dias también
permite que el polen siga siendo fértil, aunque a un nivel reducido, y capaz de formar granos en las mazorcas tras la
polinizacién (Jones, M.D. y Newell, L.C., (1948) J Amer Soc Agron 40:195-204).
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El acondicionamiento del polen de maiz en el campo a alta humedad y baja temperatura suele ayudar a revivir el polen
de baja viabilidad y/o a prolongar su longevidad, con lo que se produce al menos una formacién limitada de semillas tras
la polinizacién de las mazorcas. Pero el efecto estimulante del almacenamiento a baja temperatura sobre la fertilidad no
siempre se observa (Walden, D.B., (1967) Crop Science, 7(5), pp.441-444) y si el polen se deshidrata hasta niveles
excesivos, la formacién de tubos polinicos en medios artificiales y sedas puede reducirse notablemente (Hoekstra, FA.
(1986) En: Membranes, Metabolism and Dry Organisms. (Ed., AC Leopold), pp. 102-122, Comstock Publishing Associates,
Ithaca, NY; Barnabas, B. y Fridvalszky, L., (1984) Acta Bot Hung 30:329-332).

Aunque la alta humedad y la baja temperatura ralentizan el deterioro temporal de la viabilidad durante el almacenamiento
del polen de Gramineae, la optimizacién de estas condiciones ambientales para la conservacidn sélo pospone la pérdida
completa de viabilidad y fertilidad. Se necesitan procedimientos adicionales a la regulacién de la humedad y la temperatura
para aumentar alin mas la longevidad del polen almacenado, de modo que pueda utilizarse en la practica comercial de la
polinizacién suplementaria para mejorar la produccién de semillas y cereales.

En algunos casos, puede ser deseable tratar el polen para que se deshidrate en diversos grados. La deshidratacién puede
lograrse mediante el secado al vacio o la exposicién del polen a una humedad relativa y una temperatura (es decir, un
déficit de presién de vapor) que provoque la difusién del agua fuera del polen. Los déficits de presién de vapor favorables
para el secado del polen pueden producirse de varias formas, como con desecantes, equipos mecénicos diseflados para
controlar la temperatura y la humedad relativa en una camara cerrada y con soluciones salinas saturadas mantenidas en
un espacio cerrado (Jackson, M.A. y Payne, A.R. (2007) Biocontrol Sci Techn, 17(7), pp.709-719), Greenspan, L., (1977)
JRes Nat Bur Stand, 81(1), pp.89-96). Almeida et al (2011, Revista Brasil. Bot.,, 34(4), pp.493-497) evaluaron la
conservacion del polen de maiz, utilizando dos temperaturas (4 °C y -20 °C) y dos agentes de deshidratacion del polen
(gel de silice y cloruro de calcio hidratado), y concluyeron que la deshidratacién en gel de silice y el almacenamiento a 4
°C preservaban la viabilidad del polen de maiz.

En un esfuerzo por deshidratar y preservar el polen de cafia de azucar, el polen se almacené a baja temperatura bajo
vacio con una pequefia cantidad de desecante CaClz presente (Sartoris, G.B. (1942) Am J Bot, pp.395-400). El polen
permanecié seco durante todo el almacenamiento, como era de desear, pero el uso de baja presidén no fue tan favorable
como el almacenamiento a presién atmosférica normal. El comportamiento del polen de maiz fue muy similar al de la cafia
de azUcar. En intentos mas directos de deshidratacién se ha incubado el polen en condiciones de humedad relativa y
temperatura establecidas o registradas. Estos ejemplos demuestran que el polen de maiz puede deshidratarse hasta
niveles muy bajos (por ejemplo, 7-10% de contenido de agua en el polen) y seguir poseyendo una capacidad, aunque
reducida, para efectuar la formacidén de semillas tras la polinizacién de las mazorcas (Barnabas, B., et al. (1988) Euphytica,
39(3), pp.221-225; Patente Estadounidense 5,596,838).

La deshidratacién del polen se realiza normalmente antes de la congelacion para su almacenamiento y conservacion a
temperaturas muy bajas. Como se practica con el maiz, el polen fresco se deshidrata a temperatura ambiente en una
camara de vacio, incubadora de humedad, o simplemente con secado al aire o calor suave (Patente Estadounidense
5,596,838; Barnabas, B. y Rajki, E. (1981). Ann Bot, 48(6), pp.861-864; Connor, K.F. y Towill, L.E. (1993) Euphytica, 68(1),
pp.77-84). Tras la descongelacién después de un almacenamiento a corto o largo plazo, el polen crioconservado puede
ser viable y fértil, pero no siempre muestra fertilidad y algunos miembros de la familia Gramineae, como el maiz, el sorgo,
la avena y el trigo, pueden ser dificiles de crioconservar (Collins, F.C., et al. (1973) Crop Sci, 13(4), pp.493-494). Una
explicacién ofrecida para esta recalcitrancia es el exceso de secado o envejecimiento del polen (Collins, F.C., et al. (1973)
Crop Sci, 13(4), pp.493-494). Es evidente que la calidad del polen puede verse afectada por las condiciones ambientales
imperantes durante el desarrollo floral, la maduracién del polen y la antesis (Shivanna, K.R., et al. (1991) Theor Appl Genet
81(1), pp.38-42; Schoper, J.B., et al. (1987) Crop Sci, 27(1), pp.27-31; Herrero, M.P. y Johnson, R.R. (1980) Crop Sci,
20(6), pp.796-800). El polen sometido a este tipo de estrés podria mostrar una menor propensién a resistir los rigores de
la deshidratacién y la congelacién para la crioconservacién. Existe la necesidad de superar este problema y hacer que la
crioconservacidén del polen de Gramineae sea mas asequible y rutinaria, de modo que esta forma de conservacién del
polen pueda aplicarse de manera predecible a escala comercial.

Se sabe que la desecacion tiene un impacto directo en la viabilidad del polen. Bernabas (1985) Ann Bot 55:201-
204 y Fonseca y Westgate (2005) Field Crops Research 94: 114-125 demostraron que el polen de maiz recién cosechado
podia sobrevivir a una reduccién del contenido original de agua de aproximadamente el 50%, pero pocos granos de polen
demostraron viabilidad o capacidad para la formacién normal de tubos polinicos con una pérdida adicional de agua por
encima de ese nivel. Primeros trabajos de Barnabas y Rajki (1976), Euphytica 25: 747-752) demostraron que el polen con
un contenido reducido de agua conservaba su viabilidad cuando se almacenaba criogénicamente a -196°C. Trabajos
posteriores (Barnabas & Rajki (1981) Ann Bot 48:861-864) demostraron que tales granos de polen de maiz parcialmente
desecados almacenados a -76°C o0 -196°C también podian efectuar la fecundacién de flores femeninas receptivas. Se
conocen otros procedimientos para almacenar el polen durante periodos de tiempo variables, como la liofilizacién, el
secado al vacio y el almacenamiento en disolventes organicos no polares. Las limitaciones en la escalabilidad de estas
técnicas de conservacién del polen, combinadas con los complejos requisitos de los equipos no portétiles, hacen que
estas técnicas sean poco practicas para su uso con grandes volimenes de polen necesarios para aplicaciones a escala
de campo.
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La Patente Estadounidense 5,596,838 de Greaves, et al., divulga un procedimiento de almacenamiento de polen que
implica una reduccién del nivel de humedad mediante la exposicién del polen a presiones atmosféricas reducidas antes
del almacenamiento. Esta técnica preparaba pequefias cantidades de polen, por ejemplo de una sola planta de maiz, para
su posterior almacenamiento en condiciones bajo cero. El procedimiento de Greaves et al. tiene inconvenientes. Por
ejemplo, la metodologia y los requisitos del sistema mecanico carecen de la capacidad para producir polen almacenado
en cantidades lo suficientemente grandes como para permitir la produccién comercial de semillas o aplicaciones de
produccién de grano. Estos requisitos anulan de hecho cualquier oportunidad de hacer avanzar la tecnologia més alla de
las investigaciones a nivel de investigacién. Por ejemplo, la capacidad de crear una camara de vacio lo suficientemente
grande para las conservaciones de polinizacion de campo a nivel de produccién requeriria una camara de vacio muy
grande capaz de cambiar rdpidamente los niveles de presién. Los campos de aumento de progenitores a nivel de
produccién suelen ser de un acre o mas, mientras que los campos de produccion de hibridos suelen tener un tamafio de
10 acres o0 mas. Estos campos requieren una cantidad considerable de polen, por lo que se necesitaria una gran camara
de vacio. Una camara de las especificaciones de Greaves, et al. requeriria la capacidad de bombear hasta una presion
de 5 Torr (0,67 kPa) o menos, con la capacidad afiadida de subir y bajar rapidamente este nivel de presion. Amedida que
aumenta el volumen fisico de la muestra, la capacidad de generar y ciclar a 5 Torr (0,67 kPa) de forma eficiente empieza
a ir mas alld de lo que pueden generar las bombas mecanicas. Ademas, el almacenamiento de polen en disolventes
organicos crea requisitos quimicos peligrosos.

La disponibilidad de polen conservado y viable superaria muchos de los retos de produccién a los que se enfrenta la
industria de semillas hibridas. Como se explica con més detalle en la Solicitud de Patente de Estados Unidos No.
15/192,485, del Solicitante, en lo que respecta a las semillas hibridas, la disponibilidad de polen almacenado para su
entrega a las flores femeninas puede eliminar muchas practicas estandar y costosas de la produccién de semillas,
incluyendo, entre otras, la plantacién de plantas masculinas cerca de las plantas femeninas para permitir la hibridacién,
el aislamiento de las plantas femeninas de fuentes de polen no deseadas y el uso de la esterilidad masculina genética o
mecénica de las plantas femeninas. Estas practicas aumentan drasticamente el espacio de campo y los recursos
dedicados a las plantas femeninas que producen semillas o grano. La reduccién o eliminacién de cualquiera de estas
practicas reduciria el coste de la produccién de semillas hibridas. Ademas, el polen almacenado puede aplicarse en
cualquier momento. Cuando el desprendimiento de polen de las plantas macho y la receptividad de polen de las plantas
hembra no coinciden segun lo previsto (debido a la gestion, el entorno o la variacién genética), la aplicacién de polen
conservado y viable puede garantizar la polinizacién de las plantas hembra en el momento 6ptimo. La polinizacién por
fuentes externas (adventicias) no deseadas de polen o la autopolinizacién no deseada de plantas femeninas también
puede reducirse o eliminarse aplicando polen almacenado del tipo deseado en el momento adecuado. Hoy en dia, la
genética de una semilla hibrida concreta viene determinada al principio de la temporada de cultivo por el genotipo de las
plantas macho donadoras de polen y las plantas hembra receptoras de polen plantadas juntas en el campo. Sin embargo,
utilizando las realizaciones de la presente divulgacion, un productor de semillas hibridas que responda a oportunidades
de mercado cambiantes puede decidir en el momento de la polinizacién utilizar un polen masculino diferente (es decir,
una fuente genética) para la polinizacién con el fin de producir semillas hibridas més valiosas. Ademas, el polen
almacenado puede utilizarse para proporcionar rasgos genéticos Unicos o genes que mejoren las caracteristicas de
calidad de la semilla a razas endogamicas femeninas altamente productivas. Por ejemplo, podrian aportarse rasgos de
resistencia a determinadas plagas de insectos presentes. Es importante destacar que las realizaciones de la presente
divulgacién también garantizan un alto nivel de pureza genética en la semilla hibrida. Por ello, los procedimientos para
mejorar la viabilidad del polen para multiples especies de cultivos y prolongar la duracién de su viabilidad tienen un valor
significativo para la industria agricola.

Breve descripcién de las figuras

Figura 1: Esta figura muestra el efecto de las condiciones ambientales de laboratorio de 21°C y 30% de humedad
relativa sobre la viabilidad del polen recién esparcido a lo largo del tiempo.

Figura 2: Esta figura muestra la variabilidad del contenido de humedad del polen recién recogido en el campo.
Figura 3: Esta figura muestra el efecto del acondicionamiento del polen en el campo comparando las tasas de
germinacién in vitro del polen inmediatamente después de la recoleccién y de nuevo dos horas después tras un
periodo de acondicionamiento en el campo.

Figura 4: Esta figura muestra los porcentajes medios de germinacién del polen de cuatro genotipos de maiz tras
el almacenamiento del polen en condiciones de alta humedad durante una hora a 4°C 0 22°C.

Figura 5: Esta figura muestra el efecto del acondicionamiento en campo sobre la revitalizacién de la viabilidad
del polen en multiples genotipos. Para cada genotipo, se muestran los efectos de la revitalizaciéon en respuesta
a la alta humedad y la ventaja obtenida por el acondicionamiento de campo a baja temperatura.

Figura 6: Esta figura muestra el cambio en el contenido de humedad del polen en diferentes genotipos en funcién
de la hora del dia en que tuvo lugar la recogida de polen.

Figura 7: Esta figura muestra el efecto sobre el contenido de humedad del polen del almacenamiento de polen
recién recogido durante 6 dias a dos niveles de presién diferentes, manteniendo un nivel de humedad elevado.
Figura 8: Esta figura muestra el cambio en el porcentaje de germinacién del polen tras el almacenamiento del
polen recién recolectado durante 6 dias a dos niveles de presion diferentes, ambos con un alto nivel de humedad.
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Figura 9: Esta figura muestra el cambio en el contenido de humedad del polen a través de seis antecedentes
genéticos diferentes en el momento cero, y después de seis dias de almacenamiento a diferentes valores de
presién atmosférica.

Figura 10: Esta figura muestra la variacién de los porcentajes de germinacién del polen en seis antecedentes
genéticos diferentes en el momento cero, tras un dia de acondicionamiento en el campo a presién atmosférica
ambiente y tras seis dias de almacenamiento a diferentes valores de presién atmosférica.

Figura 11: Esta figura muestra la viabilidad del polen de ocho antecedentes genéticos diferentes tras el
acondicionamiento en el campo con alta humedad y baja temperatura en el momento cero, y después de 3,5y
8 dias de almacenamiento a valores de presién atmosférica de 101,3 kPa o0 67,4 kPa.

Figura 12: Esta figura muestra el efecto deshidratante del gas nitrégeno sobre el contenido de humedad del polen
durante un periodo de exposicién de cuatro horas y cémo la deshidratacién del polen en diversos grados afecta
a su viabilidad cuando se almacena durante 17 dias.

Figuras 13Ay 13B: Estas figuras muestran el contenido de humedad del polen almacenado a distintos niveles
de humedad relativa durante un periodo de once dias.

Figuras 14A y 14B: Estas cifras muestran la viabilidad del polen de maiz almacenado a distintos niveles de
humedad relativa durante un periodo de once dias.

Figura 15: Esta figura muestra una imagen de polen de arroz almacenado a 4°C y 100% de humedad relativa
germinando en cultivo tras 20 horas de conservacion.

Figura 16: Imagen de polen de arroz almacenado a 4°C sin control de humedad relativa germinando en cultivo
tras 20 horas de conservacién. La germinacién global para este tratamiento se midié en un 1%.

Las figuras 17A, 17B y 17C muestran los resultados de polinizaciones realizadas con polen conservado tras
periodos de almacenamiento de 4 horas a 38 dias, como se indica en el ejemplo 10 y en la Tabla 3.

Figura 18: Esta figura muestra los resultados finales de los medios de germinacién del polen de maiz rapidamente
congelado y rapidamente descongelado. La germinacién global fue inferior al 0,5%.

RESUMEN DE LA INVENCION

Se proporciona un procedimiento de conservacién del polen de la familia de plantas Poaeceae (Gramineae), por ejemplo
de multiples especies de cultivos, que comprende: (a) recoger polen fresco de Poaeceae (Gramineae), b) someter dicho
polen fresco a condiciones de acondicionamiento de campo durante un periodo de tiempo adecuado para mejorar la
viabilidad del polen, incluyendo: (i) una humedad relativa que oscila entre el 50% y el 100% aproximadamente; (ii) una
temperatura que oscila entre -10°C y 10°C aproximadamente; y (iii) una presién atmosférica que oscila entre 15 kPa y 150
kPa aproximadamente; para producir polen acondicionado en el campo con una viabilidad mejorada; y (c) someter el
polen acondicionado en el campo a una etapa de conservacién. Opcionalmente, la etapa de conservacién comprende
conservar el polen acondicionado en el campo en un entorno controlado con una temperatura que oscila entre -10 °C y
10 °C aproximadamente y una presién atmosférica ajustable, en el que el polen acondicionado en el campo se deshidrata
en el entorno controlado para alcanzar un contenido de humedad del polen de entre el 15% y el 35% aproximadamente,
tras lo cual la temperatura y la humedad relativa en el entorno controlado son ajustables y mantienen el contenido de
humedad del polen entre el 15% y el 35% aproximadamente. Opcionalmente, el entorno controlado del procedimiento
puede incluir un flujo de uno o més gases seleccionados continuamente refrescados, en el que dicho gas desplaza al
oxigeno.

Las realizaciones de los procedimientos de la invencidn incluyen el uso de polen fresco que se recoge de plantas que se
desprenden activamente o se recoge de anteras aplastando, triturando o desorganizando de otro modo la antera para
obtener su polen.

La deshidratacion del polen para los procedimientos de la invencidén puede lograrse de varias maneras, incluyendo, pero
sin limitarse a, secado por calor, secado mediante una solucién salina saturada, secado con silice, secado al sol, secado
por microondas, secado al vacio; y secado utilizando una combinacién de humedad y ventilacién controladas.

El entorno controlado utilizado en las realizaciones de los procedimientos puede ser un contenedor sellado o un
contenedor ventilado. En otras realizaciones, el entorno controlado puede ser una sala con una atmésfera controlada.

El nivel de humedad relativa del ambiente controlado puede controlarse de varias maneras, incluyendo el uso de una
solucién salina saturada, un procedimiento de dos presiones, un procedimiento de dos temperaturas, o un aparato,
incluyendo un generador de punto de rocio; un atomizador; un generador de flujo mixto, o un sonicador.

En algunas realizaciones de los procedimientos, el gas utilizado para desplazar el oxigeno es gas nitrégeno, vy la
concentracién de gas nitrégeno es de aproximadamente 78% a aproximadamente 100% de la atmésfera controlada.

En algunas realizaciones de los procedimientos, el flujo de aire continuo, ajustable, positivo o0 negativo permite que el aire
en el entorno controlado se intercambie a un ritmo de 1 a 10 veces por hora.

En algunas realizaciones de los procedimientos, el polen fresco a conservar procede de cultivos de cereales.
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Descripcion detallada

A continuacién, se describe detalladamente una realizacién de tecnologia y procedimientos que permiten mejorar y ampliar
la viabilidad del polen recogido, incluyendo técnicas de acondicionamiento del polen en el campo y sometiéndolo a
técnicas de conservacién especializadas. El polen puede recogerse de plantas que estén mudando activamente o,
alternativamente, el polen que se va a acondicionar en el campo puede haberse recogido y almacenado previamente de
acuerdo con numerosos procedimientos conocidos en la técnica que mantienen la viabilidad del polen durante un periodo
de tiempo. Dichos procedimientos incluyen, por ejemplo, la congelacion, la liofilizacién, el almacenamiento en nitrégeno
liquido, etc.

Con el fin de acondicionar el polen en el campo para una viabilidad mejorada y prolongada, el polen se mantiene en, o se
transfiere a, una cdmara de almacenamiento que permite la modificacidén y/o el mantenimiento de los cambios de uno o
mas de la humedad relativa, la temperatura, la presién atmosférica y las concentraciones de componentes gaseosos de
la atmésfera presente en la camara. A los efectos de la presente invencién, el término "camara" se utiliza para referirse a
un recinto adecuado para contener y almacenar polen. Una cdmara puede variar en tamafio y material de construccién.
La camara puede ser de cualquier tamafio que sea adecuado para contener una cantidad de polen, y puede ser cualquier
tipo de contenedor, recipiente, recinto o espacio en el que se almacene el polen, en el que el espacio sirve como camara
para el almacenamiento de grandes cantidades de polen. En todos los casos, la cdmara debe ser una en la que las
condiciones ambientales puedan regularse para parametros seleccionados como, por ejemplo, la temperatura, la
humedad relativa, la composicién de los gases y la presién. La camara puede estar equipada con un respiradero u otro
medio para permitir que la presién escape del sistema y que la humedad eliminada del polen salga de la camara.

A los efectos de la presente divulgacion, el término "viable" o "viabilidad" se utiliza para describir el polen que es capaz de
germinar y hacer crecer un tubo polinico con una longitud de al menos el doble del didmetro del grano de polen. Ademas,
el polen puede considerarse viable si se demuestra que la naturaleza celular del material sigue siendo integra y se
considera que mantiene su integridad de forma que es posible el funcionamiento intracelular y los procedimientos
metabdlicos celulares normales. La viabilidad del polen puede evaluarse de numerosas maneras, incluyendo, pero sin
limitarse a, la evaluacién del crecimiento del tubo polinico en medios artificiales o estigmas o estilos extirpados, la
evaluacién de la integridad celular mediante tincién vital de numerosos tipos, la ausencia de fugas de electrolitos (por
ejemplo, potasio) y la citometria de flujo de impedancia. El polen viable puede germinar con éxito y suele poseer el vigor
necesario para promover la fecundacién y el inicio del desarrollo de la semilla. No todo el polen viable es también polen
fértil. En algunos casos, incluso cuando un grano de polen es viable e inicia el crecimiento del tubo polinico, puede carecer
del vigor necesario para alcanzar el évulo y favorecer la fecundacién. Los granos de polen no viables no pueden germinar
con éxito. La viabilidad puede referirse a un solo grano de polen o a una poblacién de granos de polen. Cuando se utiliza
un valor porcentual para describir la viabilidad del polen, el valor se aplica normalmente a una poblacién de polen.

Otro término que puede utilizarse para describir la capacidad del polen para germinar y formar el tubo polinico es
"germinabilidad" Asi, el polen con buena viabilidad es el polen deseable para su uso con los procedimientos de la presente
divulgacién. La "ventana de viabilidad" se refiere al periodo de vida limitado durante el cual el polen sigue siendo viable.

A los efectos de la presente divulgacién, el término "fértil" o "fertilidad" se utiliza para describir la capacidad del polen de
llevar los nucleos esperméticos al évulo y efectuar asi una doble fecundacién. En las plantas con flores, el término "doble
fecundacién” se refiere a un ndcleo espermético que se fusiona con los nlcleos polares para producir los tejidos del
endospermo, y el otro nlcleo espermatico que se fusiona con el nucleo del évulo para producir el embrién.

A efectos de la presente divulgacién, "pérdida de viabilidad" y "pérdida de fertilidad" son términos utilizados para describir
el polen. Estos términos significan, respectivamente, que la viabilidad y la fertilidad del polen han descendido a un nivel
inferior al requerido para iniciar con éxito el desarrollo de la semilla. El nivel de viabilidad y fertilidad requerido para
polinizaciones exitosas se define tipicamente como un promedio de 4 granos de polen fresco por évulo, o de 4 a 8 granos
de polen conservado, que ha sido conservado de acuerdo con los procedimientos de la presente divulgacion.

A los efectos de la presente divulgacién, el término "longevidad" se utiliza para describir el tiempo durante el cual el polen
permanece viable y fértil.

A los efectos de esta divulgacién, el término "acondicionamiento del campo de polen" o "acondicionamiento del campo"
se utiliza para describir el procedimiento divulgado en esta solicitud de tratar el polen recién recolectado en el campo para
mantener o mejorar su viabilidad, permitiendo un almacenamiento de polen mas exitoso. El éxito del almacenamiento se
mide por el porcentaje de una poblacién de polen que sigue siendo viable y fértil durante un periodo de almacenamiento.
El acondicionamiento del campo tiene lugar normalmente en el campo donde se recoge el polen, de forma que el
acondicionamiento del campo se lleva a cabo antes de transportar el polen a un laboratorio u otro lugar. Es un
procedimiento inmediato que se realiza tras la recoleccién del polen. El acondicionamiento en el campo también puede
tener lugar en otros lugares donde se cultivan plantas y donde tiene lugar la recoleccién de polen, como una camara de
crecimiento, un invernadero, un invernadero de cristal, una casa de sombra, una casa de aro, una instalacién de cultivo
vertical, una instalacién hidropénica o cualquier instalacién de cultivo que proporcione borlas cultivadas, como se describe
a continuacién. El acondicionamiento del campo incluye cualquier regulacién intencionada de las condiciones ambientales
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(por ejemplo, humedad relativa, temperatura, composicién gaseosa, presién, luz, etc.) de un espacio confinado en el que
se mantiene el polen recién recogido inmediatamente después de su recogida y antes de su transporte a cualquier otro
lugar. Los periodos de acondicionamiento sobre el terreno pueden ser breves, del orden de minutos a horas, o prolongarse
hasta varios dias. El término "reavivar" o "revivir" se utiliza para describir la naturaleza del polen durante el procedimiento
de acondicionamiento del campo. Por ejemplo, "revivir' el polen durante el procedimiento de acondicionamiento del campo
puede incluir la mejora de una o0 més de las caracteristicas de viabilidad, germinabilidad o fertilidad del polen.

A los efectos de esta divulgacion, el término "almacenamiento" significa cualquier periodo de contencién de polen con la
intencién de utilizar el polen en un momento o fecha posterior. El término "conservacion" designa cualquier
almacenamiento de polen que dé lugar a un nivel de viabilidad, fertilidad, o ambos, diferente del nivel de viabilidad,
fertilidad, o ambos, que se produciria si el polen se mantuviera en condiciones ambientales no reguladas. Opcionalmente,
el polen puede acondicionarse sobre el terreno antes de su almacenamiento o conservacién.

A los efectos de esta divulgacién, el término "planta femenina" se utiliza para referirse a una planta que se esta utilizando
como receptora del polen, y que tiene flores receptivas que estan siendo fertilizadas. En el caso del maiz, y de muchas
otras especies, la planta es monoica y contiene inflorescencias masculinas y femeninas en una sola planta. En la practica
de la cria, la polinizacién, la polinizacién cruzada y la hibridacién, algunas plantas actian como "planta masculina" de la
que se recoge el polen para utilizarlo en las polinizaciones, y algunas plantas actian como "planta femenina" siendo la
receptora del polen. En el caso de la autopolinizacidén, una sola planta actta a la vez como "planta masculina" y como
"planta femenina", ya que las flores femeninas son fecundadas por el polen de sus propias flores masculinas.

A los efectos de la presente divulgacién, el término "fresco" aplicado al polen significa polen liberado de las anteras de
una flor que, en su patrdn natural de crecimiento y desarrollo de 6rganos, libera polen tras la dehiscencia en respuesta a
condiciones ambientales promotoras.

La recoleccién de polen fresco puede realizarse de maneras cominmente conocidas en la técnica. Por ejemplo, el polen
puede recogerse de flores recién desprendidas o de estructuras florales masculinas producidas de diversas maneras. En
el caso del maiz, por ejemplo, el polen se recoge de las flores masculinas recién desprendidas de las borlas, que pueden
estar unidas o separadas de la planta. El polen puede recogerse de plantas cultivadas en cualquier entorno adecuado
para el crecimiento vegetal. Dichos entornos incluyen, entre otros, un campo, una cadmara de crecimiento, un invernadero,
un invernadero de cristal, un invernadero de sombra, un invernadero de aro, una instalacién de cultivo vertical o una
instalacién hidropénica. Alternativamente, el polen puede recogerse directamente de las anteras aplastandolas o
triturdndolas, liberando asi el polen y permitiendo su recogida. Ademas, puede recogerse polen de una instalacién de
cultivo de borlas (Pareddy DR, Greyson RI, Walden DB (1989) Production of normal, germinable and viable pollen fromin
vitro-cultured maize tassels. Theor Appl Genet 77:521 - 526.). Las borlas cultivadas pueden ser borlas maduras que se
han extraido de plantas en cualquier tipo de instalacién o entorno de cultivo, incluido un campo u otro tipo de instalaciones
de cultivo, y se han introducido en agua en un entorno controlado para recoger polen, o las borlas cultivadas pueden ser
tejido que se ha recogido de estructuras de floraciéon en fases inmaduras y luego se ha cultivado para que se desarrolle
en una estructura de floracidén o borla completamente madura.

El acondicionamiento de campo y el almacenamiento del polen pueden lograrse colocando el material en una camara
donde se regulan las condiciones ambientales. Por ejemplo, se podria utilizar una camara de refrigeracion con temperatura
controlada y capacidad de controlar la humedad relativa para acondicionar y/o conservar el polen recogido. La unidad
también tendria una entrada para introducir varios gases o mezclas de gases, como nitrégeno, diéxido de carbono y/u
oxigeno, en la cadmara. Del mismo modo, una sala adecuada para almacenar mayores volimenes de polen, que se
abastece mediante una forma mecanica de humidificacién (sénica, ionizada, etc.), deshumidificacién, esta a temperatura
controlada y permite el muestreo, control y equilibrio del suministro de gases o0 mezclas gaseosas en el aire ambiente, es
una camara.

El polen destinado al acondicionamiento en el campo y a su posterior conservaciéon y almacenamiento se coloca en un
entorno con una humedad relativa elevada, como se indica en varios ejemplos, incluido, entre otros, el ejemplo 4, que
evalla el efecto de la humedad relativa sobre el polen. La humedad relativa puede ser, por ejemplo, cualquier valor
comprendido entre aproximadamente 75% de humedad y aproximadamente 100% de humedad, incluyendo
aproximadamente 75%, aproximadamente 76%, aproximadamente 77%, aproximadamente 78%, aproximadamente 79%,
aproximadamente 80%, aproximadamente 81%, aproximadamente 82%, aproximadamente 83%, aproximadamente 84%,
aproximadamente 85%, aproximadamente 86%, aproximadamente 87%, aproximadamente 88%, aproximadamente 89%,
aproximadamente 90%, aproximadamente 91%, aproximadamente 92%, aproximadamente 93%, aproximadamente 94%,
aproximadamente 95%, aproximadamente 96%, aproximadamente 97%, aproximadamente 98%, aproximadamente 99%
y aproximadamente 100% de humedad. Al mismo tiempo, el entorno debe tener una temperatura relativamente baja, como
se indica en los ejemplos que incluyen, entre otros, el Ejemplo 4. Una temperatura relativamente baja puede ser, por
ejemplo, cualquier valor comprendido entre aproximadamente -10° C y aproximadamente 10° C, incluyendo
aproximadamente - 10° C, aproximadamente -9° C, aproximadamente -8° C, aproximadamente -7° C, aproximadamente
-6° C, aproximadamente -5° C, aproximadamente -4° C, aproximadamente -3° C, aproximadamente -2° C,
aproximadamente -1° C, aproximadamente 0° C, aproximadamente 1° C, aproximadamente 2° C, aproximadamente 3°
C, aproximadamente 4° C, aproximadamente 5° C, aproximadamente 6° C, aproximadamente 7° C, aproximadamente 8°
C, aproximadamente 9° C y aproximadamente 10° C. El acondicionamiento de campo se realiza a una presion de aire
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que oscila entre unos 15 kPa y unos 150 kPa, incluyendo aproximadamente 15 kPa, aproximadamente 20 kPa,
aproximadamente 25 kPa, aproximadamente 30 kPa, aproximadamente 35 kPa, aproximadamente 40 kPa,
aproximadamente 45 kPa, aproximadamente 50 kPa, aproximadamente 55 kPa, aproximadamente 60 kPa,
aproximadamente 65 kPa, aproximadamente 70 kPa, aproximadamente 75 kPa, aproximadamente 80 kPa,
aproximadamente 85 kPa, aproximadamente 90 kPa, aproximadamente 95 kPa, aproximadamente 100 kPa,
aproximadamente 105 kPa, aproximadamente 110 kPa, aproximadamente 115 kPa, aproximadamente 120 kPa,
aproximadamente 125 kPa, aproximadamente 130 kPa, aproximadamente 135 kPa, aproximadamente 140 kPa,
aproximadamente 145 kPa o aproximadamente 150 kPa. El entorno de acondicionamiento del campo puede tener un flujo
de uno o0 mas gases seleccionados continuamente refrescados, en el que el gas desplaza al oxigeno. En los ejemplos 11
y 12 se pueden encontrar ejemplos de un entorno de acondicionamiento de campo de este tipo. Se prevé que puedan
utilizarse muchos gases para este fin, incluidos, entre otros, los gases inertes. En algunas realizaciones, pueden utilizarse
gases como nitrégeno, diéxido de carbono o combinaciones de los mismos. En una realizacién preferida, puede utilizarse
gas nitrégeno. Ademas, la concentracion de nitrégeno (gas N2) presente en la camara puede ser moderada desde un
porcentaje atmosférico hasta aproximadamente el 100%, incluyendo aproximadamente 78%, aproximadamente 79%,
aproximadamente 80%, aproximadamente 81%, aproximadamente 82%, aproximadamente 83%, aproximadamente 84%,
aproximadamente 85%, aproximadamente 86%, aproximadamente 87%, aproximadamente 88%, aproximadamente 89%,
aproximadamente 90%, aproximadamente 91%, aproximadamente 92%, aproximadamente 93%, aproximadamente 94%,
aproximadamente 95%, aproximadamente 96%, aproximadamente 97%, aproximadamente 98%, aproximadamente 99%
y aproximadamente 100% de nitrégeno. La concentracién de oxigeno (gas O2) presente en la cdmara puede moderarse
desde aproximadamente el porcentaje atmosférico predominante hasta aproximadamente el 0%, incluyendo
aproximadamente el 21%, aproximadamente el 20%, aproximadamente el 19%, aproximadamente el 18%,
aproximadamente el 17%, aproximadamente el 16%, aproximadamente el 15%, aproximadamente el 14%,
aproximadamente el 13%, aproximadamente el 12%, aproximadamente el 11%, aproximadamente el 10%,
aproximadamente el 9%, aproximadamente el 8%, aproximadamente el 7%, aproximadamente el 6%, aproximadamente
el 5%, aproximadamente el 4%, aproximadamente el 3%, aproximadamente el 2%, aproximadamente el 1% y
aproximadamente el 0% de oxigeno.

Cuando el polen se encuentra en este ambiente con alta humedad relativa y temperatura relativamente baja, esta siendo
acondicionado en el campo. El periodo de acondicionamiento del campo mejorara la salud y viabilidad del polen. Tras el
acondicionamiento en el campo, el polen puede someterse a otras técnicas de conservacién o almacenarse.

Para conseguir un nivel de humedad relativa conocido, pueden emplearse diversos medios conocidos en la técnica. Estos
incluyen, pero no se limitan a, el uso de un aparato como un generador de punto de rocio, un atomizador, un generador
de flujo mixto, un sonicador, u otro aparato disefiado para aumentar la humedad relativa. También puede conseguirse
mediante un procedimiento de dos presiones, un procedimiento de dos temperaturas o una solucién salina saturada. El
procedimiento de generacién de humedad a dos presiones consiste en saturar aire o nitrégeno con vapor de agua a una
temperatura y presién conocidas. El aire saturado a alta presién fluye desde el saturador, a través de una valvula reductora
de presién, donde el aire se reduce isotérmicamente a la presién de prueba a la temperatura de prueba. Asimismo, el
procedimiento de dos temperaturas hace circular una corriente de aire a través de un saturador de temperatura precisa
controlada (pulverizador de agua o columna de burbujas). El aire se satura a la temperatura del agua. Al salir del saturador,
el aire pasa por un dispositivo de eliminacién de niebla para garantizar que el agua liquida no salga del saturador. A
continuacién, el aire se recalienta hasta alcanzar la temperatura de bulbo seco deseada. La temperatura del saturador
seria igual a la temperatura del punto de rocio. La HR se calcula a partir de las temperaturas del punto de rocio y del bulbo
seco (procedimiento de las dos temperaturas).

Como se muestra en el Ejemplo 1, el polen de maiz recién recolectado de ocho antecedentes genéticos diversos muestra
una variacién significativa en la viabilidad, incluso cuando se muestrea en un solo dia en las mismas condiciones. El polen
procedente de diversos antecedentes genéticos muestra diferencias significativas en la capacidad de tolerar el estrés
térmico y los déficits de presion de vapor. La experimentacidn posterior con polen recogido de dos antecedentes genéticos
diferentes (véase el Ejemplo 2) demostré que el polen recién vertido disminuye rapidamente su capacidad de germinar
con éxito cuando se expone a condiciones ambientales de laboratorio.

La pérdida de humedad afecta a la viabilidad del polen, con una mayor pérdida de humedad que resulta en una mayor
pérdida de viabilidad y, finalmente, la muerte del grano de polen. La tasa de pérdida de humedad depende de varios
factores, como la temperatura ambiente, la humedad relativa y las condiciones del viento. La muerte del polen se produce
més rapidamente en condiciones célidas y secas, como las que se esperan durante una sequia. Colocar el polen que esta
perdiendo contenido de humedad en un entorno que tiene una humedad relativa alta y una temperatura relativamente
baja permite que el polen recupere su contenido de humedad casi a su nivel anterior a la caida, sin embargo, no detiene
completamente la actividad metabélica del polen, que consume recursos vitales. Esto se demuestra en el Ejemplo 3, que
demuestra una mejora en los indices de germinacién del polen tras el acondicionamiento en el campo a alta humedad y
baja temperatura. Otros experimentos demostraron que el acondicionamiento del polen en el campo a alta humedad
elevaba la baja viabilidad en una hora, pero se obtenian beneficios adicionales del acondicionamiento en el campo a baja
temperatura.

La tasa de eliminacién de humedad del polen tiene un impacto directo en el éxito de la conservacién. El procedimiento
divulgado permite la eliminacién de la humedad a velocidades que superan lo que puede lograr una aspiradora, que era
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el procedimiento conocido anteriormente para la eliminacién de la humedad del polen. El novedoso procedimiento
divulgado también permite modificar la velocidad de secado. Por ejemplo, la humedad puede eliminarse a un ritmo rapido
para empezar, y luego los niveles de humedad relativa pueden alterarse para alcanzar el objetivo de 15-30% de contenido
de humedad del polen a un ritmo més gradual. Los datos experimentales han demostrado que el secado por debajo del
15% de humedad del polen da lugar a una viabilidad mucho menor del polen conservado.

La presente divulgacién demuestra que la viabilidad del polen puede preservarse, e incluso mejorarse, como resultado
del acondicionamiento en el campo tras la recoleccién. Aunque ya se sabia que el polen de especies de gramineas recién
recolectado podia almacenarse, no se habia demostrado hasta ahora que el acondicionamiento de dicho polen en el
campo tras su recoleccidn, utilizando tanto la temperatura como la humedad, pudiera, a gran escala, mejorar la viabilidad
del polen y potenciar su almacenamiento. Una base a gran escala se define como cantidades de polen que miden unos 5
gramos o mas, incluidas las cantidades medidas en kilogramos de polen. Como se demuestra en el Ejemplo 4, el polen
sometido a estrés por déficit de presidén de vapor recogido de una serie de variedades endogamicas de maiz mostr6é una
mejora significativa en el porcentaje de germinacién tras ser sometido a un breve tratamiento de acondicionamiento en
campo. El tratamiento de acondicionamiento en el campo sirvi6 para "rescatar' los granos de polen estresados y
deshidratados, invirtiendo asi su disminucién de viabilidad y mejorando su capacidad de germinacién. Como se divulga
en el ejemplo 4, el acondicionamiento en el campo de granos de polen estresados con una humedad relativa del 100%
mejoré la germinacién en un 21% de media. La adicién de un tratamiento de frio a 4 °C produjo un efecto sinérgico que
aumenté la germinacion en un 33%. El efecto de condicionamiento del campo fue detectable al cabo de una hora. Las
condiciones calurosas y secas, que son tipicas durante el pico de desprendimiento de polen en el campo, hacen que el
polen pierda contenido de humedad y caduque mas rapidamente. El tratamiento combinado de alta humedad relativa y
baja temperatura ralentiza el metabolismo del polen a la vez que mantiene el contenido de humedad, prolongando asi su
viabilidad.

Una vez establecido el procedimiento de acondicionamiento del polen en el campo, se realizaron mas experimentos para
determinar las condiciones éptimas para el almacenamiento del polen acondicionado en el campo.

El polen sometido al procedimiento de acondicionamiento de campo puede someterse posteriormente a otras técnicas de
conservacién o puede almacenarse. Si se desea, el polen puede someterse a la etapa de acondicionamiento en el campo
y utilizarse después en las polinizaciones.

El polen puede someterse a pasos adicionales de conservacidén para aumentar su capacidad de retener la viabilidad y la
fertilidad durante periodos de almacenamiento. Es beneficioso acondicionar el polen en el campo como se ha descrito
anteriormente antes de aplicar dichas técnicas de conservacién o almacenamiento, con el fin de maximizar la salud y
viabilidad del polen antes de cualquier almacenamiento. La preparacidén del polen para su almacenamiento requiere un
cuidadoso procedimiento que incluye un entorno con niveles conocidos de humedad relativa, asi como unas condiciones
especificas de temperatura y presién atmosférica. Ademéas, la presencia de gases Utiles ayudara a maximizar el éxito del
almacenamiento.

Inicialmente es necesario eliminar parte de la humedad del polen para maximizar su viabilidad y fertilidad, como se
demuestra en el Ejemplo 8, y es particularmente critico antes del almacenamiento criogénico a largo plazo. Establecer un
entorno con una humedad relativa conocida sirve para eliminar gradualmente la humedad del polen, actuando asi como
agente desecante. ldealmente, la humedad relativa en el entorno de secado debe ser cualquier valor que oscile entre
aproximadamente 0% y aproximadamente 30% de humedad relativa, incluyendo aproximadamente 0%, aproximadamente
1%, aproximadamente 2%, aproximadamente 3%, aproximadamente 4%, aproximadamente 5%, aproximadamente 6%,
aproximadamente 7%, aproximadamente 8%, aproximadamente 9%, aproximadamente 10%, aproximadamente 11%,
aproximadamente 12%, aproximadamente 13%, aproximadamente 14%, aproximadamente 15%, aproximadamente 16%,
aproximadamente 17%, aproximadamente 18%, aproximadamente 19%, aproximadamente 20%, aproximadamente 21%,
aproximadamente 22%, aproximadamente 23%, aproximadamente 24%, aproximadamente 25%, aproximadamente 26%,
aproximadamente 27%, aproximadamente 28%, aproximadamente 29% y aproximadamente 30% de humedad. Cuanto
més bajo sea el umbral del nivel de humedad relativa, mas réapidamente se eliminara la humedad del polen. El contenido
de humedad del polen totalmente hidratado suele rondar el 60%. Un contenido de humedad objetivo del polen antes del
almacenamiento criogénico es un valor comprendido entre aproximadamente el 15% y aproximadamente el 35%,
incluyendo aproximadamente el 35%, aproximadamente el 34%, aproximadamente el 33%, aproximadamente el 32%,
aproximadamente el 31%, aproximadamente el 30%, aproximadamente el 29%, aproximadamente el 28%,
aproximadamente el 27%, aproximadamente el 26%, aproximadamente el 25%, aproximadamente el 24%,
aproximadamente el 23%, aproximadamente el 22%, aproximadamente el 21%, aproximadamente el 20%,
aproximadamente el 19%, aproximadamente el 18%, aproximadamente el 17%, aproximadamente el 16% vy
aproximadamente el 15% de contenido de humedad. La humedad relativa puede ajustarse con el tiempo para que
aumente o disminuya la velocidad de secado. En el campo, el polen con un contenido de humedad inferior al 30% ha
perdido completamente la viabilidad para la germinacién in vitro (Fonseca y Westgate (2005) Field Crops Research 94:
114-125). Por el contrario, en la presente invencidn, la fertilidad y la viabilidad del polen se mantienen cuando el contenido
de humedad del polen se reduce en condiciones de frio en un entorno que alcanza el contenido de humedad del polen
objetivo. El factor critico es un procedimiento de secado muy controlado, que no puede conseguirse sobre el terreno.

La adicién del tratamiento de presién dirigida al polen mostré que la viabilidad del polen durante el almacenamiento con
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alta humedad y baja temperatura puede mejorarse si se almacena a presiones especificas, que en algunas realizaciones
es por debajo de las presiones atmosféricas. Los ejemplos 5, 6 y 7 demuestran este concepto. Especificamente, en
algunas realizaciones de la invencidn, la introduccién de un vacio sirve para reducir y/o prevenir el estrés oxidativo en el
polen y, por lo tanto, aumentar la viabilidad. Los ejemplos 5-7 siguientes muestran que la viabilidad durante el
almacenamiento con alta humedad y baja temperatura mejora a veces si el polen se almacena ademas por debajo de la
presién atmosférica. Como comprenderan los expertos en la materia, la presion éptima (negativa o positiva) puede variar
en funcién de la especie de polen y de los antecedentes genéticos del polen especifico dentro de una especie. Ademas,
en algunas realizaciones el vacio puede ser éptimo, mientras que en otras presiones iguales o superiores a la atmosférica
pueden ser éptimas. La experimentacion basada en los ejemplos proporcionados a continuacién permitira optimizar la
presién para maximizar la conservacién de la viabilidad del polen.

En el maiz, por ejemplo, el almacenamiento a unos 15 kPa - 150 kPa es 6ptimo, como se muestra en el Ejemplo 6.
Ademas, el almacenamiento a presiones reducidas de aproximadamente 67 kPa - 94 kPa puede ser el 6ptimo, incluyendo
presiones de aproximadamente 67 kPa, 68 kPa, 69 kPa, 70 kPa, 71 kPa, 72 kPa, 73 kPa, 74 kPa, 75 kPa, 76 kPa, 77
kPa, 78 kPa, 79 kPa, 80 kPa, 81 kPa, 82 kPa, 83 kPa, 84 kPa, 85 kPa, 86 kPa, 87 kPa, 88 kPa, 89 kPa, 90 kPa, 91 kPa,
92 kPa, 93 kPa y 94 kPa. En algunos experimentos, incluido el Ejemplo 6 que figura a continuacién, una presién reducida
en torno a 84,3 kPa puede proporcionar una viabilidad del polen que casi se duplica en comparacién con el
almacenamiento a presién atmosférica. Por consiguiente, el almacenamiento a presién reducida, combinado con un
aumento de la humedad y una temperatura baja mejora la viabilidad del polen. Ademas, el almacenamiento a presion
reducida puede mantener una mayor viabilidad durante todos los periodos de conservacién y almacenamiento y permitir
conservar el polen durante periodos prolongados para su uso posterior. Por supuesto, las condiciones 6ptimas de presién
y las mejoras de la viabilidad pueden diferir segin las especies vegetales y, dentro de cada especie, segin los
antecedentes genéticos.

Ademas, en algunas realizaciones de la invencién, el ajuste de la PMC inicial puede proporcionar ventajas, como se
demuestra a continuacién en el Ejemplo 8. En algunas realizaciones, la deshidratacién del polen antes del
almacenamiento mejora la viabilidad del polen almacenado. El contenido tipico de humedad del polen fresco es de
aproximadamente el 60%. Ademas, la deshidratacién del polen durante una etapa de acondicionamiento en el campo,
combinada con un nivel especifico de humedad relativa durante el almacenamiento, puede proporcionar unas condiciones
optimas de almacenamiento del polen para prevenir y/o reducir la pérdida de viabilidad. El contenido de humedad de
equilibrio del polen almacenado puede optimizarse para mantener y/o ralentizar la pérdida de viabilidad. En algunos
ejemplos de maiz, un contenido de humedad de equilibrio de aproximadamente 45%, aproximadamente 46%,
aproximadamente 47%, aproximadamente 48%, aproximadamente 49%, aproximadamente 50%, aproximadamente 51%,
aproximadamente 52%, aproximadamente 53%, aproximadamente 54%, aproximadamente 55%, aproximadamente 56%,
aproximadamente 57%, y/o aproximadamente 58% puede mantener y/o ralentizar la pérdida de viabilidad. Ademas, se ha
demostrado que la busqueda de un contenido de humedad de equilibrio optimizado proporciona mejores resultados que
el simple almacenamiento del polen en un entorno de alta humedad.

La adiciéon de gases, como nitrégeno (N2) o diéxido de carbono (CO2), cumple varias funciones en la preparacion del
polen para su almacenamiento, como se muestra en los Ejemplos 10, 11 y 12 a continuacion. La primera funcién es que
los gases pueden servir como agentes secantes. El contenido de humedad de estos gases suele ser inferior al 1,0%. El
flujo constante de una fuente renovada de gas a la cAmara donde se retiene el polen garantiza que la humedad liberada
por el polen se expulse del sistema. Los gases también sirven para desplazar el oxigeno de la camara. El polen necesita
oxigeno para su actividad metabdlica y favorece la acumulacién de especies reactivas del oxigeno (ROS). La reduccién
de la actividad metabdlica ayuda a acondicionar el polen y a prepararlo para su almacenamiento.

La camara que contiene el polen destinado al almacenamiento se somete a una presién positiva, o a un flujo de aire
tratado hacia la camara. Esta presién puede establecerse mediante el bombeo de aire tratado en la camara, como se
demuestra en los Ejemplos 10, 11 y 12. La presién positiva del flujo de aire tratado puede extraer, afiadir o mantener la
humedad del polen y, ademas, puede extraer, afiadir o mantener la humedad de la cdmara, lo que permite controlar
cuidadosamente el nivel de humedad relativa (HR). La HR y la temperatura del aire pueden establecerse utilizando
cualquier combinacién de desecantes, soluciones salinas, calor u otros tratamientos para maximizar su eficacia en el
control del secado del polen.

Durante la fase de secado del polen hasta un contenido de humedad del 15 al 35%, el aire de la camara que contiene el
polen se mantiene entre aproximadamente -10° C y aproximadamente 10° C, incluyendo aproximadamente -10° C,
aproximadamente -9° C, aproximadamente -8° C, aproximadamente -7° C, aproximadamente -6° C, aproximadamente -
5° C, aproximadamente -4° C, aproximadamente -3° C, aproximadamente -2° C, aproximadamente -1° C,
aproximadamente 0° C, aproximadamente 1° C, aproximadamente 2° C, aproximadamente 3° C, aproximadamente 4° C,
aproximadamente 5° C, aproximadamente 6° C, aproximadamente 7° C, aproximadamente 8° C, aproximadamente 9° C
y aproximadamente 10° C. Esto puede conseguirse colocando la cdmara en una sala refrigerada o introduciendo aire
refrigerado en la camara por diversos medios.

Opcionalmente, durante el periodo de secado del polen, el polen contenido dentro de la camara puede agitarse
mecénicamente. La agitacién sirve para exponer la maxima superficie del polen al aire de la camara, lo que permite un
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secado mas uniforme y evita que el polen se apelmace. Esto puede lograrse de diferentes maneras, incluido el uso de
vibracién, aire forzado, rotacién u otros medios.

Una vez que el polen ha alcanzado el contenido de humedad 6ptimo de 15 a 35% de humedad, puede almacenarse. El
almacenamiento puede lograrse colocando la cdmara de polen en nitrégeno liquido, en condiciones de congelacién de -
80 °C a 0 °C, en refrigeracién o en condiciones atmosféricas. La eleccién de las condiciones en las que se almacena el
polen puede depender del plazo en el que se espera utilizarlo.

Como se explica en detalle en los parrafos anteriores, maximizar y extender la viabilidad del polen utilizando el
procedimiento divulgado requiere la manipulacién cuidadosa de una serie de factores dentro de rangos definidos. Los
datos generados en laboratorio utilizando polen de maiz como especie de ensayo han indicado que las condiciones para
mejorar la viabilidad del polen incluyen la modificacién de una o0 mas condiciones dentro de la cAmara para que se sitlen
dentro de los rangos divulgados, como se indica a continuacién.

La humedad relativa de la camara que contiene el polen puede mantenerse a cualquier valor que oscile entre
aproximadamente 75% de humedad y aproximadamente 100% de humedad, incluyendo aproximadamente 75%,
aproximadamente 76%, aproximadamente 77%, aproximadamente 78%, aproximadamente 79%, aproximadamente 80%,
aproximadamente 81%, aproximadamente 82%, aproximadamente 83%, aproximadamente 84%, aproximadamente 85%,
aproximadamente 86%, aproximadamente 87%, aproximadamente 88%, aproximadamente 89%, aproximadamente 90%,
aproximadamente 91%, aproximadamente 92%, aproximadamente 93%, aproximadamente 94%, aproximadamente 95%,
aproximadamente 96%, aproximadamente 97%, aproximadamente 98%, aproximadamente 99% y aproximadamente
100% de humedad

La temperatura de la cdmara que contiene el polen puede mantenerse entre aproximadamente -10° C y aproximadamente
10° C, incluyendo aproximadamente -10° C, aproximadamente -9° C, aproximadamente -8° C, aproximadamente -7° C,
aproximadamente -6° C, aproximadamente -5° C, aproximadamente -4° C, aproximadamente -3° C, aproximadamente -
2° C, aproximadamente -1° C, aproximadamente 0° C, aproximadamente 1° C, aproximadamente 2° C, aproximadamente
3° C, aproximadamente 4° C, aproximadamente 5° C, aproximadamente 6° C, aproximadamente 7° C, aproximadamente
8° C, aproximadamente 9° C y aproximadamente 10° C.

La concentracién de oxigeno (gas O2) presente en la cAmara puede moderarse desde aproximadamente el porcentaje
atmosférico predominante hasta aproximadamente el 0%, incluyendo aproximadamente el 21%, aproximadamente el
20%, aproximadamente el 19%, aproximadamente el 18%, aproximadamente el 17%, aproximadamente el 16%,
aproximadamente el 15%, aproximadamente el 14%, aproximadamente el 13%, aproximadamente el 12%,
aproximadamente el 11%, aproximadamente el 10%, aproximadamente el 9%, aproximadamente el 8%,
aproximadamente el 7%, aproximadamente el 6%, aproximadamente el 5%, aproximadamente el 4%, aproximadamente
el 3%, aproximadamente el 2%, aproximadamente el 1% y aproximadamente el 0% de oxigeno.

La concentracion de nitrégeno (gas N2) presente en la camara puede ser moderada desde un porcentaje atmosférico
hasta aproximadamente el 100%, incluyendo aproximadamente 78%, aproximadamente 79%, aproximadamente 80%,
aproximadamente 81%, aproximadamente 82%, aproximadamente 83%, aproximadamente 84%, aproximadamente 85%,
aproximadamente 86%, aproximadamente 87%, aproximadamente 88%, aproximadamente 89%, aproximadamente 90%,
aproximadamente 91%, aproximadamente 92%, aproximadamente 93%, aproximadamente 94%, aproximadamente 95%,
aproximadamente 96%, aproximadamente 97%, aproximadamente 98%, aproximadamente 99% y aproximadamente
100% de nitrégeno.

Ademas, la presiébn atmosférica y la concentracién de diéxido de carbono (gas CO2) dentro de la cdmara pueden
modificarse para mejorar la viabilidad, como se indica a continuacién. La presién atmosférica en el interior de la cdmara
puede modificarse de forma que permita un control estricto de los niveles de humedad. Ademas, la modificacién de la
presién del aire permite evitar la oxidacién del polen. Las presiones atmosféricas adecuadas oscilan entre unos 15 kPa y
aproximadamente 150 kPa, incluidos aproximadamente 15 kPa, aproximadamente 20 kPa, aproximadamente 25 kPa,
aproximadamente 30 kPa, aproximadamente 35 kPa, aproximadamente 40 kPa, aproximadamente 45 kPa,
aproximadamente 50 kPa, aproximadamente 55 kPa, aproximadamente 60 kPa, aproximadamente 65 kPa,
aproximadamente 70 kPa, aproximadamente 75 kPa, aproximadamente 80 kPa, aproximadamente 85 kPa,
aproximadamente 90 kPa, aproximadamente 95 kPa, aproximadamente 100 kPa, aproximadamente 105 kPa,
aproximadamente 110 kPa, aproximadamente 115 kPa, aproximadamente 120 kPa, aproximadamente 125 kPa,
aproximadamente 130 kPa, aproximadamente 135 kPa, aproximadamente 140 kPa, aproximadamente 145 kPa o
aproximadamente 150 kPa.

La concentracion de CO2 presente en la camara puede moderarse desde un porcentaje aproximadamente atmosférico
(aproximadamente 0.04%) a aproximadamente 100%, incluyendo aproximadamente 1%, aproximadamente 10%,
aproximadamente 20%, aproximadamente 30%, aproximadamente 40%, aproximadamente 50%, aproximadamente 60%,
aproximadamente 70%, aproximadamente 75%, aproximadamente 80%, aproximadamente 81%, aproximadamente 82%,
aproximadamente 83%, aproximadamente 84%, aproximadamente 85%, aproximadamente 86%, aproximadamente 87%,
aproximadamente 88%, aproximadamente 89%, aproximadamente 90%, aproximadamente 91%, aproximadamente 92%,
aproximadamente 93%, aproximadamente 94%, aproximadamente 95%, aproximadamente 96%, aproximadamente 97%,
aproximadamente 98%, aproximadamente 99% y aproximadamente 100% de CO2.
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Tras la modificaciéon de las condiciones dentro de la cdmara, el polen se mantiene en las condiciones definidas durante
un periodo de tiempo para permitir que se produzcan las mejoras en la viabilidad del polen y, como resultado, se extienda
la viabilidad del polen. Incluso dicho acondicionamiento en el campo durante un corto periodo de tiempo, incluyendo, pero
no limitandose a 60 minutos, puede mejorar la viabilidad del polen y ampliar la duracién de la ventana de viabilidad. Los
resultados iniciales de laboratorio han demostrado que la viabilidad global del polen de maiz mejord significativamente,
més de cuatro veces para muchos antecedentes genéticos, después de 24 horas en el entorno de acondicionamiento de
campo (véase el Ejemplo 3). Ademas, la ventana de viabilidad del polen de maiz se ha ampliado con este procedimiento
de acondicionamiento del campo. Los resultados de laboratorio han demostrado que el polen de maiz, que normalmente
tiene una ventana de viabilidad de aproximadamente menos de 2 horas, tiene una ventana de viabilidad ampliada a
aproximadamente 17 dias, tras el tratamiento con el procedimiento de la invencién (Ejemplo 8).

Por consiguiente, en una realizacién éptima, el polen puede recogerse de plantas que estén mudando activamente y
colocarse en una cadmara de conservacién. La cAmara de conservacidon puede incluir un flujo constante de gas nitrégeno.
La cdmara de conservacién se ajusta para un contenido objetivo de humedad del polen, como por ejemplo alrededor del
30%. A medida que disminuye el contenido de humedad del polen, la temperatura de la camara también puede ajustarse
lentamente a la baja, por ejemplo, hasta aproximadamente -5° C. Preferentemente, el ajuste de la temperatura se produce
sin congelar el polen. Del mismo modo, los niveles de humedad relativa en la cdmara también pueden ajustarse para
aumentar o disminuir la tasa de deshidratacién del polen. La humedad relativa de la camara puede aumentarse
eventualmente si es necesario para estabilizar el contenido final de humedad del polen en aproximadamente el 30%. De
manera éptima, este procedimiento se lleva a cabo en aproximadamente 100 minutos, aunque pueden utilizarse otros
periodos de tiempo sin apartarse del alcance de la invencién y con éxito.

El polen sometido a dicho procedimiento puede utilizarse en cualquier aplicacién en la que el polen sea una unidad
comercial o experimental. En un ejemplo, el polen acondicionado y conservado en el campo puede utilizarse para producir
semillas, hibridos, parentales o de otro tipo, en cualquier entorno, incluidos, entre otros, el laboratorio, el invernadero y el
campo. En otro ejemplo, el polen acondicionado y conservado en el campo puede utilizarse para producir grano, hibrido
0 nho, en cualquier entorno, incluidos, entre otros, el laboratorio, el invernadero y el campo. Ademéas, como se ha
comentado anteriormente, dicho procedimiento se aplica al polen de la familia de plantas Poaeceae (Gramineae), en la
que se desea acondicionar y conservar el polen en el campo.

Las técnicas de acondicionamiento y preservacién en el campo divulgadas en esta invencién estan destinadas a tratar y
preservar con éxito el polen de tal manera que el polen acondicionado y/o preservado en el campo mantenga su viabilidad
en la medida en que aproximadamente 4 a aproximadamente 20 granos de polen sean suficientes para polinizar con éxito
un embrién.

Como se ha indicado anteriormente, aunque la invencién tiene aplicabilidad al maiz y a la industria del maiz, la invencién
es aplicable al almacenamiento y conservacién de todos los tipos de polen de la familia de plantas Poaeceae (Gramineae).
En otro ejemplo, el polen de arroz puede conservarse con éxito, como se indica en el Ejemplo 9. Especificamente, en el
Ejemplo proporcionado, el polen de arroz se conservd a 4°C y 100% de humedad relativa durante 20 horas. El polen
conservado mostré una tasa de germinacion del 25%, lo que demuestra que los procedimientos de la presente invencion
son aplicables a otras especies vegetales de la familia Poaeceae (Gramineae). Ademés, utilizando los procedimientos
experimentales aqui descritos, un experto en la materia puede optimizar la presente invencién para una especie de polen
deseada. Los siguientes ejemplos ilustran la presente invencién con més detalle y son ilustrativos de c6mo la invencion
aqui descrita podria implementarse en el maiz.

Ejemplo 1: Efecto del genotipo en la salud del polen

Se realizé un estudio para determinar el efecto de los antecedentes genéticos de la planta sobre la viabilidad y la salud
general del polen recién vertido. Se recolecté polen fresco de plantas de maiz cultivadas en campo de ocho antecedentes
genéticos en Grimes, IA, aproximadamente a las 11:30 am del 14 de agosto de 2016. Los antecedentes genéticos se
seleccionaron para representar una amplia muestra de grupos heteréticos conocidos en la mejora del maiz. Las borlas de
las plantas se cepillaron enérgicamente para eliminar las anteras adheridas y el polen a las 9:00 horas del mismo dia. El
polen de las borlas de aproximadamente 10 plantas de cada antecedente genético se recogidé en una bolsa de papel
separada. El polen se separd de los desechos pasandolo por un tamiz (tamafio de poro de 150 micras) y se colocé
inmediatamente en acondicionamiento de campo a 4°C durante 80 minutos. El acondicionamiento de campo consistié en
esparcir una fina capa de polen en el fondo de una placa de Petri de 15 cm que tenia papel secante humedecido en agua
previamente enfriada en la mitad superior de la placa. Tras el acondicionamiento del campo, el polen de cada placa se
mezclé suavemente para obtener homogeneidad y se analizé la viabilidad de una pequefia porcién. La germinacién in
vitro se utilizé para evaluar la viabilidad incubando el polen en un medio artificial (438 mM de sacarosa, 1,6 mM de H3BO3,
3,0 mM de CaCl2-H20) durante una hora a 22°C. Se realizaron ensayos por duplicado. Con la ayuda de un microscopio,
el porcentaje de germinacién se midié como el nimero de granos de polen con una longitud del tubo polinico superior al
doble del didmetro del grano a partir de una muestra aleatoria de 200 granos por lo general.

Muchos factores pueden afectar a la viabilidad del polen, entre ellos los antecedentes genéticos. Como se demuestra en
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la Tabla 1, la viabilidad del polen entre ocho antecedentes genéticos diversos de maiz difirié significativamente en
aproximadamente el doble cuando se tomaron muestras en un solo dia. Segln los informes, las lineas genéticas de maiz
muestran grandes diferencias en la tolerancia del polen al estrés, en particular al estrés térmico y a los déficits de presién
de vapor que conducen a la deshidratacién. Por estas razones, al evaluar los procedimientos de conservacién del polen,
es importante segregar la variacién de la viabilidad debida a diferencias genéticas de la que puede ser causada por otros
factores, como los procedimientos de manipulacién y las condiciones de almacenamiento. Igualmente importante, es
prudente evaluar mas de un Unico antecedente genético a la hora de determinar las mejores practicas para almacenar el
polen.

Tabla 1: Diferencia en la viabilidad del polen entre ocho antecedentes genéticos diversos de maiz

Antecedentes Genéticos |Porcentaje de Germinacién In Vitro (Media +/- SE)
AATH3 54 (+/- 1)
207 56 (+/- 0)
H99 28 (+/- 0)
CM105 63 (+/-7)
C103 45 (+/- 8)
0oQ101 63 (+/- 9)
LH162 50 (+/- 0)
OH43 39 (+/- 4)

Ejemplo 2: Efecto de las condiciones de laboratorio en la salud del polen

Se realizé un estudio para determinar el efecto de las condiciones ambientales de laboratorio sobre la viabilidad del polen
recién vertido. Se recogié polen fresco de las borlas de las plantas cultivadas en el invernadero y expuestas a las
condiciones ambientales del laboratorio. Se tomé polen de dos antecedentes genéticos de maiz no relacionados, Yukon
Chief y Silver Choice, para evitar extraer conclusiones basadas en un Unico material genético. Inmediatamente después
de la recogida, el polen se separé de los residuos pasandolo a través de un tamiz (tamafio de poro de 150 micras) y se
colocd en una capa fina sobre una hoja de papel colocada en la mesa del laboratorio. El polen se dejé en estas condiciones
sin ninguna precaucién especial para controlar la temperatura ambiente y la humedad relativa del laboratorio, que fueron
de 21-23°C y 30-34%, respectivamente, a lo largo del experimento. El polen se mezclé para obtener homogeneidad y se
to