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Abstract

Teak is one of the most commercially reforested forest species in the tropical and subtropical world, which
has motivated the development of genetic improvement programs in the region, requiring controlled crossing
protocols to recombine individuals with superior characteristics to obtain high-yielding genotypes in commercial
plantations. The present study aimed to optimize controlled pollination techniques for this species. Several trials
were conducted to determine the effect of emasculation, the determination of the best pollination tool between
brush and pipette tip, the effect of style cutting, as well as the development of panicle isolation methods. The
trials were repeated numerous times over two years, using pollen from different sources. In none of the trials was
it possible to determine significant statistical differences between the pollination techniques evaluated. However,
differences were found between repetitions over time, suggesting that climatic conditions affect the efficiency of
teak pollination. The best pollination technique in teak does not require emasculation, the brush is the simplest
and most operationally efficient tool, and cutting the pistil does not significantly increase the number of fruits
obtained. The fertilization rate with controlled pollination can reach up to 90%. However, environmental effects
and possibly the action of postzygotic self-incompatibility mechanisms reduce the number of effective fruits by
more than 25% at the end of the reproductive period.
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Resumen

La teca es una de las especies forestales de mayor
reforestacion comercial en el mundo tropical y
subtropical, lo que ha motivado el desarrollo de
programas de mejoramiento genético en la regién,
que requieren protocolos de cruzamiento controlado,
para recombinar individuos con caracteristicas
superiores para obtener genotipos de alto rendimiento
en plantaciones comerciales. El presente estudio tuvo
como objetivo optimizar las técnicas de polinizacion
controlada de esta especie. Se realizaron varios ensayos
en lo que se determind el efecto de la emasculacion, la
determinacion del mejor instrumento de polinizacién
entre pincel y punta de pipeta, el efecto del corte del
estilo, asi como el desarrollo de métodos de aislamiento
de la panicula. Los ensayos se repitieron numerosas
veces durante dos afos, utilizando polen de diferente
origen. En ninguno de los ensayos se logré determinar
diferencias estadisticas significativas entre las técnicas
de polinizacion evaluadas. Sinembargo, si se encontraron
diferencias entre las repeticiones que se realizaron a
través del tiempo, lo que sugiere que las condiciones
climaticas afectan la eficiencia en la polinizacién de teca.
La mejor técnica de polinizaciéon en teca no requiere la
emasculacion, el pincel es la herramienta mas simple y
eficiente a nivel operativo, el corte del estilo no aumenta
significativamente el numero de frutos obtenidos.
La tasa de fertilizacién con polinizacién controlada
puede alcanzar hasta un 90 %. Sin embargo, efecto
ambientales y posiblemente la accidén de mecanismos de
autoincompatibilidad postcigéticos, reducen el nimero
de frutos efectivos en mas de 25 % al final del periodo
reproductivo.

Palabras clave: Teca, mejoramiento genético, disefios de
apareamiento, plantaciones.

Introduccion

Tectona grandis L.f; es un arbol perteneciente a la
familia Lamiaceae, cuya distribuciéon natural ocurre en
el sureste asiatico, especificamente en India, Myanmar,
norte de Tailandia y el oeste de Laos [1]. Los arboles de
esta especie presentan una inflorescencia muy grande,
con paniculas multiramificadas, axilares y terminales,
corola campanulada y blanca, con 6 a 8 estambres
que sobresalen. El estilo es sobresaliente, mas largo
que los estambres, como parte de su estructura floral
hermafroditas. La panicula estd conformada por
pequenos grupos de ramilletes [2], [3], [4]. El fruto es
subgloboso, drupaceo, mide de 20 a 30 mm de largo y 20
a 25 mm de ancho, densamente lanado, con hasta cinco
ovulos, pero solamente de 1 a 2 son funcionales [5].
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La época de floracion y fructificacion de esta especie
varia dependiendo de las condiciones climaticas. En
su habitat natural, en la India, la floracion ocurre de
setiembre a octubre, y el desarrollo de los frutos en
noviembre para la completa maduraciéon en marzo [6].
En Indonesia, donde fue introducida, la floraciéon ocurre
de febrero a marzo, y el desarrollo de los frutos de abril
a mayo, y la maduracién en junio [7]. Mientras que en
el trépico americano, como en Costa Rica, la floracion
ocurre durante la época lluviosa, desde inicios del mes
de junio y se puede extender hasta el mes de noviembre.
Los frutos se observan en plena madurez desde finales
del ano y con mayor concentracion, en los meses de
enero y febrero [4].

Actualmente la teca es cultivada practicamente en
todo el mundo tropical y subtropical [8], [9]. Lo que ha
motivado al desarrollo de programas de conservacion
y mejoramiento genético forestal en la regién, con el
fin de aumentar la productividad y rentabilidad de los
proyectos forestales [10], [11].

A inicios del 2000 en Costa Rica, se constituyd la
cooperativa de conservaciéon y mejoramiento genético,
que se expandid por la regién latinoamericana y logré
seleccionar y evaluar mas de 400 genotipos [11].
Que ha logrado incursionar en el mejoramiento de la
productividad, calidad de fuste, propiedades de la
madera, tolerancia a enfermedades, entre otros aspectos
[11], [12], [13], [14], [15].

La polinizacion controlada es el principal procedimiento
utilizado en el mejoramiento genético forestal, cuyo
objetivoesrecombinarlosarboles superiores paraobtener
progenies o descendencias, que contengan los genes
deseables de cada uno de los dos progenitores [16], [17].
Este procedimiento es fundamental para maximizar la
ganancia genética, producir una siguiente generacion de
mayor productividad y calidad, y lograr un mayor control
genético de la poblacion [10]. Parte esencial para el
desarrollo de técnicas de polinizacién, se fundamenta en
el dominio de protocolos de coleccién, almacenamiento
y andlisis de polen. De manera reciente, la cooperativa de
mejoramiento genético forestal (GENFORES), ha logrado
un avance notable en los procedimientos de colecta,
procesamiento y almacenamiento de polen de teca en el
pais [4], [16], [17], que permitiran un avance sustancial en
la mejora genética de esta especie.

A pesar de que la teca produce una floracién abundante
en paniculas de gran tamano, presenta una tasa alta de
aborto de flores y frutos, que resulta en una cantidad
muy pequena de frutos efectivos por inflorescencia [18].
En la India se reporta que la polinizacién natural registra
tan solo un 1 % de frutos efectivos. Con autopolinizacion
se obtiene hasta un 4 %, mientras que con polinizacion
artificial se ha logrado entre un 10 y un 14 % [19]. Razén
por la que ha sido motivo de interés, la necesidad de



desarrollar técnicas de polinizacién controlada en teca.

Los primeros estudios sobre polinizacién controlada
en Tectona grandis L.f. fueron reportados por Bryndum
& Hedegaard [2]. En los trabajos de Hedegart [22] se
registraron resultados entre 6 % y 60 % de fertilizacién,
de los cuales solamente un 20 % logré alcanzar la
formacién de frutos. Sin embargo, la mayor parte de los
estudios sobre polinizaciéon controlada con la especie,
se realizaron a pequefa escala y con caracter de
investigacion [6], [7], [18], [20].

Actualmente no existe un protocolo a escala operativa,
que pueda ser utilizado en programas comerciales
con teca. No se conoce ningun reporte de alguna
organizacion que haya logrado avanzar formalmente
hacia una segunda generacion de mejoramiento
genético en esta especie a escala comercial. Por tanto,
el presente estudio tuvo como objetivo optimizar las
técnicas de polinizacion controlada de Tectona grandis
a escala operativa, con el fin de acelerar el avance a las
siguientes generaciones de mejoramiento genético con
esta especie.

Materiales y métodos

Las investigaciones se realizaron en Pefas Blancas,
La Cruz, Guanacaste (coordenadas 11°1240.15”" N y
85°3645.84” 0), donde se registra un promedio de lluvia
anual de 1745 mm, temperatura promedio de 27°C y
una estacién seca de aproximadamente 5 meses [13].
Los trabajos de polinizacion controlada se desarrollaron
durante tres anos continuos durante el periodo de
floracion de la especie, que transcurre desde junio a
noviembre en esta zona del pais.

Para la realizacion de los ensayos de polinizacién
controlada se realizd la extraccién de polen mediante
la colecta de paniculas entre las 5:30 y 6:30 am, antes
de iniciarse el proceso de apertura florar o antesis.
Todos los arboles donadores de polen (machos)
formaron parte de la coleccion élite del programa de
mejoramiento genético de la empresa Novelteak. Todas
las polinizaciones se realizaron en paniculas (hembras)
de arboles injertados con yemas de la misma coleccion
élite de teca de la empresa.

De cada arbol seleccionado, se cortaron varias
paniculas en la manana (5:30 a 6:30 am) para proceder a
la extraccidn de su polen. Cada dia de trabajo se colecté
paniculas de al menos 4 o 5 arboles (machos). Las
paniculas se conservaron separadas en bolsas plasticas
de jardin, con el propésito de mantener la temperatura
y la humedad alta, de modo que no se interrumpiera el
proceso natural de apertura floral. Aproximadamente
dos horas después (8 am) se cortd con tijera fina
un numero suficiente de flores por panicula, que ya
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Figura 1. Polen de teca limpio despues de tamizado y extraido de las
anteras secas.

Figure 1. Clean teak pollen after sieving and extraction from dried
anthers.

hubieran iniciado su apertura. Con el uso de pinzas se
procedid a desprender las anteras de cada flor hasta
acumular 0,1 g de material fresco o peso verde. Las
anteras fueron sometidas a un proceso de secado o
deshidratacién, para completar su apertura y facilitar la
liberacién de polen, tal y como lo describen Hine et al.
[16]. Para esto, las anteras se colocaron dentro de un
frasco pléstico sellado con 50 g de silica gel durante 2
horas. Posteriormente, se retiraron las anteras y demas
estructuras florales visibles, el remanente se tamizé
con un Vortex (vibrador) durante 3 minutos sobre un
fragmento de tela fino, con la finalidad de poder separar
el polen fino del resto de residuos florales. Finalmente
se obtuvo el polen seco y limpio, debidamente rotulado
para ejecutar los ensayos de polinizacion (Figura 1).
Debe mencionarse que el polen de distintos machos fue
mezclado en un polymix. Con esto se previno el efecto
de un posible error experimental, que podria ocurrir
ante la presencia de mecanismos de incompatibilidad
especifica entre genotipos [6], [19].

Un dia previo a la polinizacién, se aislaron varias
paniculas en cada uno de los arboles donde se realizaron
los ensayos. Después de varias pruebas con materiales
y disefios de embolsado de la panicula (aislamiento de
polinizadores), se utilizé el disefio como se muestra en
la figura 2. En observaciones sobre el comportamiento
de la antesis de la flor, se determind que cada dia inician
y culminan con la apertura floral aproximadamente
200 a 250 flores en una misma panicula [4]. Por tanto,
el aislamiento de polinizadores resulta efectivo con tan
solo realizar el embolsado de la panicula un dia antes de
iniciar con el trabajo de polinizacién controlada.

Para realizar los cruces controlados, se seleccioné cada
dia una panicula baja en el arbol receptor, que facilitara
la labor de embolsado y de polinizacién. El aislamiento
de la panicula fue realizado un dia antes de efectuar la
polinizacién. Sin embargo, el aislamiento si es relevante
desde temprano durante el dia en que se realizaran las
labores de polinizacién controlada, ya que los visitadores



pueden filtrarse facilmente. La panicula fue elegida
por la presencia de una cantidad suficiente de flores
disponibles para conformar al menos 5 o 6 ramilletes,
con al menos 8 a 10 flores receptivas cada uno.

Para el refinamiento de la técnica de polinizacién se
establecieron tres ensayos, tal y como se describen
a continuacion.

1. Efecto de la emasculacién en la polinizacién.
Para la realizacion del experimento se utilizé un
disefio estadistico de blogques completos al azar
con 2 tratamientos (Con o Sin enmasculacién) y 5
repeticiones (dias diferentes), con 32 a 40 flores como
unidad experimental diaria. El estudio se repitié¢ en dias
diferentes, donde se utilizé otro arbol como receptor de
polen (hembra), y en algunas ocasiones, se utilizaron
otros machos (donadores de polen), con lo cual, se
aumento la representatividad del experimento.

Una vez constituidos los grupos de 8 flores (unidad
experimental), se colocaron dos gasas plasticas de
diferentes colores al inicio del ramillete, una para
identificar el dia (repeticion) y otra para identificar
el tratamiento (Con o Sin emasculacién). Previo a la
polinizacién, se procedid a realizar la emasculacién
con ayuda de una pinza plana, que permitié retirar
completamente la corola de la flor sin producirle ningun
dano visible (Figura 3). Posteriormente se realizé la
polinizacién entre las 11 am y 1 pm, por ser el periodo
del dia en que las flores de teca estan mas receptivas
[4]. Que coincide con las horas pico de la nube de
polen de 9 a 1pm, reportado por Tangmitcharoen vy
Owens [6] en Indonesia e Indira y Mohanadas [21] en
India, donde entre 12 mediodia y 1npm se alcanza la
mayor densidad de granos de polen por flor.

Se utilizdé un pincel fino diferente para cada macho
(repeticion), que se impregno de polen y luego se pasd
suavemente por el estilo de todas y cada una de las
32 a 40 flores seleccionadas para cada repeticion (20
con y 20 sin emasculacién). Terminada la polinizacién
se volvid a aislar la panicula. A los 8 dias se procedid
a realizar el conteo de las flores fertilizadas.

A los datos obtenidos se les aplicé un andlisis
de varianza para determinar si hubo efecto de la
emasculacién en la fertilizacion de las flores al
momento de polinizar, considerando que la variable
de respuesta fue la cantidad de flores efectivas
fertilizadas.

2. Evaluacién de la herramienta de polinizacién. En este
experimento se usé un diseno estadistico de bloques
completos al azar con 2 tratamientos (uso de pincel
fino y punta de pipeta) y 5 repeticiones (dias diferentes),
con 32 a 40 flores como unidad experimental.

Para realizar el ensayo, se procedid de la misma
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Figura 2. Disefio de embolsado de la panicula de teca para su
aislamiento de polinizadores.

Figure 2. Teak panicle bagging design for pollinator isolation.

Figura 3. Proceso de emasculacién de flores en la polinizacién
controlada de teca.

Figure 3. Process of flower emasculation in the controlled pollination
of teak.

Figura 4. Aplicacién de polen con pincel (1) y punta de micropiteta (2)
en flores de teca (Tectona grandis).

Figure 4. Pollen application with brush (1) and micropipette tip (2) on
teak (Tectona grandis) flowers.

manera para seleccionar y aislar la panicula, como se
explicé en el experimento anterior, donde se marcaron
con gasas de colores grupos de 10 flores. Una vez
constituidos los grupos, se les colocaron gasas de
diferentes colores, para indicar la herramienta a
utilizar en la polinizacion. Posteriormente se realizd la
polinizacion entre las 11 am y la 1 pm. Primero se
polinizé utilizando el pincel, el cual se impregné de
polen y luego se pasd suavemente por el estilo de los
4 o cinco grupos de flores correspondientes. Luego
se siguid con la punta de pipeta, la cual se impregno
con polen, al polinizar se procuréd introducir el estilo
de las flores dentro de la punta para asegurarse de



la aplicacién (Figura 4). Terminada la polinizacion se
volvié a aislar la panicula. De manera semanal posterior
a la fecha de polinizacién, se procedi¢ a realizar el
conteo de flores fertilizadas desde los primeros 8 dias.

Los datos obtenidos se ordenaron y se analizaron con
un andlisis de varianza, para determinar si hubo efecto
en la fertilizacion de las flores al aplicar el polen con
pincel o punta de micropipeta. Asi también se analizd
la existencia de diferencias entre repeticiones, para
identificar la magnitud de las diferencias, producto del
cambio de donadores de polen (machos).

3. Efecto del corte terminal del estilo en la polinizacién.
Esta técnica busca eliminar una posible barrera
biolégica en la recepciéon del polen en el estilo,
donde se conoce que dependiendo del genotipo
del polen, la estructura femenina podria eliminar o
no aceptar al polen [21]. En este experimento se usé
un diseno estadistico de bloques completos al azar
con 2 tratamientos (con y sin corte) y 2 repeticiones
(dias diferentes con machos diferentes), con 32 flores
como unidad experimental. Este ensayo consistié en
comparar el efecto en la fertilizacion, al polinizar flores
con corte de estilo versus flores completas.

Un dia anterior a la realizacién de todos los ensayos,
se selecciond una panicula que estuviera accesible
y que tuviera una cantidad suficiente de flores para
aplicar todos los tratamientos planeados.

Se organizaron 4 grupos de 8 flores por ramillete
para un total de 32 flores por tratamiento, a los que
se colocaron gasas de diferentes colores, para indicar
la presencia o ausencia de corte del estilo (figura 5).
Posteriormente se realizé la polinizacion a todas las
flores con pincel, entre las 11:00 am y la 1:00 pm,
periodo del dia en que las flores de teca estdn mas
receptivas. Concluida la polinizacién se volvié a aislar
la panicula.

De manera semanal posterior alafecha de polinizacién,
se procedid a realizar el conteo de flores fertilizadas
cada 8 dias hasta completar un mes. La flor fertilizada
es de facil deteccidon como se muestra en la figura 6,
en la foto a la derecha.

El procedimiento experimental en todos los ensayos
se realizd diariamente con polen procedente de 4 0 5
machos. Con el lote de polen se polinizd en grupos de
8 flores (ramillete) hasta completar de 32 a 40 flores
receptivas. Por lo tanto, estadisticamente cada dia de
polinizacion se constituyd en una repeticién. Todos los
ensayos de polinizacién se repitieron de nuevo en dias
diferentes, a veces con arboles receptores (hembra)
y machos (polen) diferentes y en anos diferentes.
Por tanto, cada uno de los ensayos de polinizacién
fue repetido en el tiempo al menos 4 a 5 veces. Con
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Figura 5. Corté
controlada.

Figure 5. Cutting of teak flower style for controlled pollination.

Figura 6. Proceso de apertura y cierre floral en teca. La flor inicia
su apertura entre 6 y 7 am (izquierda); flor con maxima receptividad
de polen entre 9 y 1 pm (centro); flor ya polinizada entre 2 y 3 pm
(derecha) (Fotos Zufiga 2018).

Figure 6. Process of flower opening and closing in teak. The flower
starts opening between 6 and 7 am (left); flower with maximum pollen
receptivity between 9 and 1 pm (center); flower already pollinated
between 2 and 3 pm (right) (Photos Zariga 2018).

esto, cada experimento se basd en el resultado de
la polinizacion de 32 a 40 flores que constituyen una
repeticidn estadistica.

Por tanto, el modelo estadistico experimental consistid
entonces, en un disefio de blogques completos al azar
como se muestra:

Y=T+R+TR+e (1)

Donde, Y es el vector de los datos y corresponde
con la variable de respuesta (flores fertilizadas); T
es el efecto de la técnica de polinizacion evaluada o
tratamiento (considerado como fijo); R es el efecto de
la repeticion, que corresponde con el dia en que se
polinizé (aleatoria); T x R es el efecto de la interaccién
Técnica x Repeticidn (unidad experimental, aleatoria);
finalm,ente, e corresponde a los efectos del error
experimental (aleatorios).

Con los datos obtenidos se realizd un analisis de
varianza convencional y un andlisis complementario
no paramétrico de chi cuadrado.



Resultados

Los resultados se presentan a continuacidén para cada
uno de las tres técnicas evaluadas.

Efecto de la emasculacion

Los principales resultados de los ensayos de polinizacién
controladadeteca, conrespectoalaemasculacion, dieron
como resultado un promedio general de flores fertilizadas
de un 24,14 %. Sin embargo, cuando las flores fueron
emasculadas se obtuvo una media de 20,83 % versus
un 27,45 % sin emasculacion. En el cuadro 1, se muestra
el analisis de varianza de los resultados obtenidos,
en donde se registraron diferencias significativas
entre la aplicacién de esta técnica vs no hacerlo (con
emasculacion y sin emasculacion). Cuyo resultado indica
que la emasculaciéon disminuye ligeramente el porcentaje
de flores fertilizadas. Es importante mencionar que
se obtuvo también, diferencias significativas entre las
repeticiones (dias), asi como levemente en la interaccion
Tratamiento x Repeticidn.

El tiempo de polinizacién con pincel y sin emasculacién,
fue de aproximadamente 90 a 100 flores por hora.
Mientras que con emasculacion, el rendimiento fue de
aproximadamente 50-60 flores por hora.

Uso del pincel vs punta de micropipeta

Coneluso del pincel se obtuvo un 25,86 % de fertilizacién,
mientras que aplicado con la punta de la micropipeta, el
resultado disminuyé levemente a un 22,49 %. El ANDEVA
respectivo (Cuadro 2), no determind la existencia de
diferencias significativas entre los dos instrumentos que
se utilizaron. Sin embargo, si se obtuvieron diferencias
significativas entre las repeticiones o dia de fertilizacién.

El rendimiento en polinizacién fue practicamente idéntico
coneluso de ambosinstrumentos, con aproximadamente
90 a 100 flores por hora.

Corte de estilo

Los resultados obtenidos aplicando el corte del estilo
en la polinizacién controlada de teca, produjeron un
promedio de 17,5 % de fertilizacién. Sin embargo, como
se puede observar con la prueba de Chi? (cuadro 3), no
se logré determinar diferencias entre las dos técnicas.

El rendimiento en polinizacién con esta técnica, fue de
aproximadamente 50 a 60 flores por hora.

Discusion

La polinizacién controlada es esencial para el avance
de los programas de mejoramiento genético, hacia
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Cuadro 1. Andlisis de varianza para la aplicacion de la técnica de
emasculacién en la polinizaciéon controlada de Tectona grandis, La
Cruz, Guanacaste, Costa Rica.

Table 1. Analysis of variance for the application of the emasculation
technigue in the controlled pollination of Tectona grandis, La Cruz,
Guanacaste, Costa Rica.

Fuenios de Variagion 899898 e o F  Valor de P
libertad

Tratamiento 1 3,840 0,053000*

Repeticion (dia) 4 9256  0,000003*

Interaccion Tratam x 4 0258  0,004000

Repeticion

Error a0

Total a9

Cuadro 2. Andlisis de varianza entre el uso de pincel y la punta de
pipeta en la polinizacién controlada de Tectona grandis, La Cruz,
Guanacaste, Costa Rica.

Table 2. Analysis of variance between the use of brush and pipette tip
in the controlled pollination of Tectona grandis, La Cruz, Guanacaste,
Costa Rica.

Fusnios do Variacion 09080 vy o F Valorde P
libertad

Tratamiento 1 0,989 0,3230

Repeticion (dia) 4 9,137 0,0001

Interaggi(?)n Tratam x 4 0,802 0.5270

Repeticion

Error 90

Total a9

Tabla 3. Valores esperados de la prueba de Chi 2, para la técnica de
corte de estilo en la polinizacion controlada de Tectona grandis, La
Cruz, Guanacaste, Costa Rica.

Table 3. Expected values of the Chi 2 test for the pistil cutting technique
in the controlled pollination of Tectona grandis, La Cruz, Guanacaste,
Costa Rica.

Macho
Tratamiento ’ Valor de P
Con Corte 3,43 6,57 17,50
Sin Corte 8,57 16,43 17,50
Total 12,00 23,00 35,00
Chi 2 1,27 P =0,260 n.s.

las siguientes generaciones de mejora. En estas
investigaciones, se tomdé como base la amplia
experiencia desarrollada con eucaliptos [22] . De manera
convencional, las tres principales técnicas que se han
utilizado son el Método Convencional [23], One Stop



Pollination (OSP) [22], [24] y la técnica de Protoginia
Artificial Inducida (AIP) o corte del estilo [21], [25]. Tanto
el método convencional, como el OSP, requieren la
emasculacion y aislamiento de las flores para evitar la
fertilizacién con polen indeseable, tal y como se practicd
en estos experimentos con teca.

Efecto de la emasculacion

La técnica de emasculacién es costosa, requiere mayor
cantidad de mano de obra, tiene menor rendimiento
y requiere de mayor precisidon. Ya que se corre el
riesgo de dafar alguna estructura floral y reducir la
tasa de fertilizacién efectiva. La emasculacion se fue
popularizando en los programas de mejora genética,
por su uso potencial para evitar la autofertilizaciéon en
especies con flor perfecta. Esta técnica se ha aplicado
con éxito en eucaliptos y otras especies de flor perfecta
o completa [25]. Sin embargo, tiene un costo mayor
de polinizacién y un riesgo de dafo mayor a escala
operativa. En programas de polinizaciéon contralada,
este riesgo es practicamente minimo, en especial si
se garantiza un aislamiento completo de la panicula.
Ya que, sin presencia del insecto visitador, no hay
posibilidad de que ocurra ninguna polinizacién natural o
polinizacién abierta.

Los principales resultados muestran diferencias
significativas entre aplicar o no la técnica de la
emasculacion. Este experimento se repitidé al menos
en 5 dias diferentes, con distintas fuentes de polen
(machos), diferentes paniculas y también, distintos
arboles como receptores del polen. Debe recordarse
que se utilizdé como unidad experimental grupos de
32 a 40 flores por cada dia en cada tratamiento. El
experimento se repitié al menos 4 veces mas, con lo cual
se aumento sustancialmente, la representatividad de los
resultados. Esto explica el registro de una diferencia
altamente significativa entre repeticiones (cuadro 1). La
base experimental empleada es sumamente robusta y
representativa para la especie, que aporta seguridad en
la observancia de un patrén claro y consistente a favor
de no emascular en teca.

Posiblemente, al aplicarse la emasculacién pudo ocurrir
algun dano fisico en el estilo, imperceptible para la vista
del operario, favorecido por el tamafo tan pequerio de la
flor de teca. El dano al tejido podria facilmente ocasionar
que no ocurra la germinacién del polen, o también, la
interrupcién del evento posterior de fertilizacion del dvulo.

Por tanto, el posible dafio o lesién al emascular, significod
en términos practicos, una reduccion de un 27,45 %
hasta casi un 21 %, es decir, de poco mas de un 6 %.
Esta diferencia fue significativa y en términos relativos
significa, que si se aplica la emasculaciéon produce un
dafo en una flor de cada 16. A pesar de ser un valor
bajo, es significativo y por tanto, no recomendable de
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aplicar. Debe recordarse que la teca es una especie
que produce poca cantidad de frutos por arbol por
ano. Por tanto, todo elemento que pueda aumentar la
eficiencia en fertilizacién, debe ser incorporada en los
protocolos de polinizacién controlada de esta especie.
Si ademds de la reduccién leve pero significativa,
en la tasa de fertilizacidn, la emasculacion registrd
también una disminucién considerable en el numero
de flores polinizadas por hora, de aproximadamente un
50 % menos.

En un buen programa de polinizaciéon controlada, con
un adecuado aislamiento de las paniculas dentro de
algun sistema de ambiente controlado, es practicamente
imposible que ocurra una polinizacion no deseada
(autopolinizacién, por ejemplo), producto de la presencia
de algun visitador. Por tanto, este experimento tuvo mas
un caracter de investigacion y de dominio de la técnica
de emasculacién.

Uso del pincel y punta de micropipeta

La realizacion de este experimento tuvo como objetivos,
mejorar la operatividad de la polinizacién a nivel
empresarial, mediante un posible aumento en la tasa
de éxito y una disminucién esperada en los costos.
Asi también, para mayor facilidad de mantener la
identificacion del polen utilizado en cada cruce. En este
sentido, el uso potencial de una punta de micropipeta,
representa sin duda una mayor facilidad y velocidad de
polinizaciéon, como se muestra en la figura 4. Ademas,
la punta de pipeta es reciclable ya que puede ser
esterilizada y utilizada varias veces, con lo que se podria
bajar los costos a nivel operativo.

Al igual que en los demas experimentos, en el uso de
estas herramientas de polinizacién se utilizaron de 32 a
40 flores por tratamiento como unidad experimental. Es
decir, en un total de 5 repeticiones (dias distintos) x 2
tratamientos x 32 a 40 flores, para un total de 320 a 400
flores. Esta base amplia de experimentacién, respalda
ampliamente los resultados obtenidos.

Los resultados del cuadro 2 son suficientes para sefalar
que no hubo diferencias significativas entre el uso de
ambos instrumentos en la polinizacién de la teca. El
uso del pincel sin duda, representa un costo levemente
superior en la polinizacién y un mayor cuidado a la hora
de querer cambiar de donador de polen (macho). Ya que
seria practicamente imposible volver a utilizar el mismo
pincel con machos diferentes. Lo mismo sucede con el
uso de la pipeta, pero como se menciond, puede ser
reutilizada posterior a una debida esterilizacién. Ademas,
la punta de pipeta se puede marcar facilmente con la
identidad de cada fuente de polen.

Las diferencias altamente significativas entre
repeticiones (machos diferentes) son esperadas. Como




se explico, la amplia base experimental empleada con
distintos donadores de polen y dias de polinizacion
también distintos, explican claramente estas diferencias
entre repeticiones. La base experimental amplia
tuvo como objetivo garantizar un resultado preciso
y representativo a la hora de comparar entre ambas
herramientas. En un analisis posterior y cuidadoso de
los datos, podria revisarse la presencia de mecanismos
de incompatibilidad, entre algunos de los genotipos
empleados en el experimento.

Corte de estilo

Los resultados obtenidos con la aplicaciéon de esta
técnica, muestran que no hubo diferencias significativas
con su utilizacién. El uso de esta técnica en eucaliptos ha
tenido algun éxito, en laidea de eliminar posibles barreras
de incompatibilidad temprana a nivel genotipico, entre la
hembra (receptor) y el macho como donador de polen
[21]. Por tanto, el dominio de la técnica de corte del estilo
abre una opcidén mas de polinizacién controlada para un
programa avanzado de mejora genética con teca.

Sin embargo, de manera general, los experimentos
con esta técnica produjeron valores de fertilizacion
promedio de poco mas de un 17 %, evidentemente
menores al promedio general de un 24 %, registrado con
las técnicas convencionales. De manera clara, existe
un mayor riesgo de dano en las estructuras florales,
producto del uso de esta técnica. Sin embargo, puede
sefalarse que se cumplié el objetivo experimental, al
demostrarse el dominio de la técnica y un resultado
positivo en su utilizacion, para casos complejos de
incompatibilidad genotipica.

De manera general, los ensayos de polinizacién
controlada fueron exitosos en cuanto al dominio de
las técnicas empleadas, y en la obtencién de una tasa
inicial de fertilizacion relativamente aceptable (promedio
de un 25 %). Es importante resaltar que en general,
en los ensayos realizados con las diferentes técnicas,
se obtuvo un promedio general de fertilizacion de
las flores con respecto a la emasculacién de 21 y sin
emasculacion del 27 %, con uso del pincel se tuvo un 25
y con punta de 22 %, ademas con el corte del estilo se
obtuvo un promedio de flores fertilizadas de poco mas
de un 17 %. Estos resultados superan los reportados en
otras investigaciones con teca [20], donde obtuvo una
efectividad en la polinizacién abierta de 0,4 — 5,1 % (con
un promedio 1,3 %).Kertadikara y Prat [26] reportan una
tasa de cruces efectivos en teca de 0,92 — 0,98, mientras
que Bryndum y Hedegart [2] reportan una efectividad
de fertilizacion de flores de teca de 6-60 %, con un
promedio de 20 % en la polinizacion cruzada. Palupi
et al. [20] reportan valores de un 30 % de fertilizacion
con polinizacion controlada, que superé ampliamente
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la tasa de polinizacion abierta o natural en huertos
semilleros en Indonesia.

Producto de que los arboles polinizados se encontraban
al aire libre, el efecto de las fuertes lluvias y el viento,
causaron una disminuciéon hasta en mas de un 75 %
en la tasa final de frutos obtenidos. Lo cual sugiere
la necesidad de realizar esfuerzos por desarrollar
tecnologia de polinizacién controlada en condiciones de
ambiente protegido.

A nivel operativo, es posible realizar hasta 100
cruzamientos controlados en wuna hora efectiva,
asumiendo que se tiene buen acceso a la panicula. Las
mejores horas de polinizacidén ocurren entre las 8:30 am
y 2:00 pm en sincronia con la maxima apertura floral,
con lo que es posible fertilizar durante al menos 5 horas
efectivas por dia. La tasa de fertilizacidn con polinizacion
controlada puede alcanzar hasta un 90 %. Sin embargo,
efecto ambientales y posiblemente la acciéon de
mecanismos de autoincompatibilidad postcigéticos,
reducen el nimero de frutos efectivos en mas de 25 % al
final del periodo reproductivo.

Gracias a la amplia base experimental empleada,
fendbmenos de incompatibilidad genotipica pudieron
tener un efecto minimo en los resultados obtenidos.

Conclusiones

El mejor protocolo de polinizacién controlada de teca a
escala operativa, es mediante el uso de pincel #0, sin
emasculacion de flores.

La técnica de corte del estilo es viable, registrd una tasa
de fertilizacién de poco mas de un 17 %, y puede ser
empleada en casos de incompatibilidad genotipica, en
un programa de mejoramiento genético avanzado.

Con el desarrollo de estas técnicas, se logré una tasa de
fertilizacién promedio de un 25 %. Para lograr aumentar
la tasa de produccién efectiva de frutos, es necesario el
desarrollo de tecnologia de polinizacién controlada en
ambiente protegido.
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