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Prefacio

Lainformacién presentada en las siguientes paginas es el resultado de una giratécnicaa
Guatemala financiado a través de una beca de la Donacion Zobel (Zobel Endowment),
experiencia profesional con CAMCORE, experimentos realizados conforme con estudios de
postgraduado en la Universidad Estatal de Carolina del Norte en Raleigh, NC, USA, y
revision de material publicada.

Mientras existe mucha literatura que detalla los protocolos especificos para €l andlisis de
polen y précticas de polinizacidén, muy poca literatura existe en Latinoamérica en espafiol que
de una perspectiva amplia de los protocolos basicos para el mangjo del polen de pino. Este
manual fue escrito especificamente para brindarle a los profesionales forestales
hispanohablantes en Latinoaméricay otros lugares una guia de referencia, detallando métodos
actuales paralarecoleccion, secado, y amacenamiento de polen procedente de pinos
tropicales y subtropicales en rodales naturales. Aungue existen muchos programas
sofisticados de megjoramiento genético en esta region geogréfica, éste manual intenta ofrecer
recomendaciones y una orientacion simplificada para los profesionales forestales interesados
en programas de hibridacion o mejoramiento genético forestal. Una referencia excelente para
cruces controlados con Pinus radiata D. Don fue realizada en espafiol por una union
cooperativa universidad/gobierno/industria forestal en Chile por Vergara, et a. (1995), cuya
citacion aparece en la bibliografia.  Este manual trata especificamente con Pinus radiata,
pero provee descripciones detalladas de actividades de mejoramiento genético forestal
comunes para muchas especies de pino. Si desea informacién adicional, puede ser obtenida
por medio de las referencias incluidas, o contactando a autor en la direccion dada al final del
manual.
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Recoleccion vy Manejo de Polen de Pinos Tropicales y Subtropicales
Procedentes de Rodales Naturales

1. Introduccién.

Con el aumento de la competencia global en laindustria forestal, muchos lideres industriales
regionales e internacionales estén haciendo inversiones significativas en proyectos de
plantaciones forestales en el hemisferio Sur debido a las altas tasas de crecimiento y bajos
costos de produccion. Larentabilidad y avance de estos proyectos en las zonas tropicales,
subtropicales y templadas depende en gran parte del éxito de los programas de megjoramiento
genético y las técnicas silviculturales. Muchos de los proyectos de plantaciones més exitosos
han sido establecidos en Latinoamérica. Por gjemplo los éxitos en Chile, Brasil, Argentina,
Colombia, y Venezuea, han definido estas compariias como fuertes competidores y
frecuentemente lideres en laindustria de productos forestales al nivel mundial.

Debido a sus ubicaciones y topografia, estos paises ofrecen ambientes y potenciales
economicos diferentes.  Consecuentemente, las organizaciones en estos paises cultivan
especies desde latifoliadas de corta-rotacion para pulpay papel hasta pinos de mayor rotacion
para postesy madera. Muchas empresas también estan diversificando sus portafolios de
especies en estas plantaciones para balancear €l riesgo y aumentar los rendimientos. Esto
ocurre muchas veces por medio del establecimiento y evaluacion de plantaciones pilotos de
especies exdticas o la creacion de hibridos para rendimientos mejorados y resistencia a plagas
y enfermedades.

El desarrollo de hibridos dentro de un género se logra operacionalmente por medio de
polinizacion controlada. El polen debe ser recolectado y en algunos casos almacenado para
poder redlizar los cruces deseados en la época de receptividad méxima.  Mientras los
protocolos estén bien identificados para el mangjo de polen relacionado con mejoramiento
genético en eucaliptosy otras especies de latifoliadas, existe poca informacion relacionada
con & manejo de polen de pinos tropicales y subtropicales. Las caracteristicas deseadas de
estas especies (resistencia a plagas, resistencia a sequias, etc.), combinadas con su
adaptabilidad y propiedades de la madera favorables, han aumentado su popularidad como
especies parala diversificacion de plantaciones y mgjoramiento en Latinoamérica.

Larecolecciéon y manegjo de polen se desarrolla como una estrategia importante para el
mejoramiento genético forestal y mangjo intensivo de plantaciones forestales. A través de
polinizacion controlada y técnicas de polinizacién masiva suplementaria, profesionales
forestales pueden seleccionar individuos que expresen caracteristicas deseables y para asi
controlar los &boles padres y realizar € cruce deseado. La contribucién masculinaa cruce se
realiza por la recoleccién del polen del individuo deseado, para luego aplicarlo sobre un
estrobilo femenino escogido para lafecundacion y la produccién de semilla. Cruces
seleccionados de individuos deseables pueden producir progenie con las mismas
caracterigticas, y luego formar la base de seleccidn para generaciones avanzadas.

Larecoleccion de polen para usos agricolas y alimenticios ha sido bien documentada a través
de la historia, originados en antiguos documentos del Egipto, China, Grecia, Rusia, y Persia,



entre otros (Binding, 1980). Sin embargo, en la mayoria de los casos estas citas se refieren a
la recoleccion de polen con respecto amiel de abeja, prevencion de enfermedades, y sobre
todo ala proteccion de lasalud humana.  Esto contrasta mucho con la ciencia de recoleccion
y manejo de polen para especies forestales relativamente nueva. El interés en estos temas esta
aumentando diariamente, a ritmo de los avances en latecnologiay €l desarrollo de nuevas
précticas.

Este manual se dirige especificamente a los profesionales forestales hispanohablantes en
Latinoaméricay otros lugares para proveer una guia referencial detallando métodos actuales
paralarecoleccion, secado, y almacenamiento de polen procedente de pinos tropicalesy
subtropicales en rodales naturales. Aunque muchos programas sofisticados de mejoramiento
genético existen en esta region geogréfica, éste manual intenta ofrecer recomendacionesy una
orientacion simplificada para profesionales forestales interesados en mejoramiento genético
forestal. Si desea, informacion adicional puede ser obtenida a través de las referencias
incluidas o contactando al autor en la direccion dada al final de este manual.

2. Recoleccion del Polen.

La primera etapa en la recoleccion de polen es e entendimiento de la fisiologia y fenologia de
la especie forestal. Adaptaciones naturales, diferencias climéticas, y evolucion se han
combinado para crear un sistema complejo de sincronizacion entre la produccion de poleny la
receptividad de lasflores. Lainvestigacion cientifica muestra que generamente la época de
mayor dispersion del polen y también de mayor receptividad de las flores ocurre
simultaneamente en pinos naturales (Boyer, 1981)(Bramlett, 1973). Sin embargo, lavariacion
entre la produccion de polen y receptividad, hasta entre individuos dentro del mismo huerto,
puede limitar el cruzamiento o fecundacion en la polinizacion abierta.

Normamente las yemas reproductivas se inician un afio antes de la aparicion de los estrébilos
microesporangios (masculinos) y megaesporangios (femeninos) en pinos. En todo e género,
€l polen se caracteriza por un cuerpo centra de forma ovoide flanqueado por dos sacos
aeriferos, y esta producido en los sacos polinicos en la base de las hojas catafilares fértiles.
Los nombres comunes para estas estructuras reproductivas son “catkins’, “flores masculinas’
0 “estrébilos masculinos’.  Los estrobilos masculinos se producen normalmente en las ramas
de lento crecimiento en la copa inferior del arbol, una evolucion natural para evitar auto-
polinizacion. Se produce los estrébilos femeninos en la copa superior del &rbol y aungue las
coniferas no producen flores verdaderas (Nel, 2002), se utiliza este término popularmente
entre profesionales forestales para referir alos estrébilos megaesporangios. Para evitar
erroresy expresiones regionales, los términos “estrébilo masculino” y “estrébilo femenino® se
usaran paralograr las metas de este reporte.

Las yemas se desarrollan para formar estrébilos megaesporangios femeninos o
microesporangios masculinos durante su primer afo (Figural). Latemperaturadel aire
ambiental, la elevacion sobre nivel del mar, y la precipitacion son los factores més
importantes en el desarrollo y la dispersion del polen.  Lluvias tempraneras que ocurren antes
del comienzo de la época lluviosa (similares a las lluvias veranéales tardias en zonas
templadas) pueden favorecer €l desarrollo de estrébilos masculinos sobre € desarrollo de los
estrobilos femeninos en muchas especies de pinos (Bengston, 1969). El ritmo del desarrollo de los



estrébilos masculinos (y femeninos) aumenta durante la siguiente época lluviosa, después del estado
latente, y la dispersion del polen comienza durante la época seca siguiente (dependiendo de la
temperaturay la humedad ambiental). Estos ciclos cambian mucho en ambientes tropicales, donde las
especies pueden producir estrobilos masculinos y femeninos todo € afio (Isaza, comunicacion

personal 2003), aungue existe una éoca de produccion y receptividad méxima debido a las influencias
climaticas (sequias, lluvias temporales).

Como se menciond previamente, la sincronizacion de la maxima dispersion de polen y la receptividad
del estrébilo femenino es generalmente simultanea, aungue la fecha de ocurrencia de estos picos pueda
variar apreciablemente cada afio. Las temperaturas inferiores al promedio retardan €l desarrollo del
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Figura 1. Ciclo de vida del pino. Reprinted with permission from Carolina Biological Supply Company. Translated
from the original English into Spanish by Michael E. Tighe

polen considerablemente, mientras las temperaturas por encima del promedio avanzan €l desarrollo
anticipado parala mayoria de las especies. Los estrobilos masculinos se desarrollan y maduran durante
el verano o en épocas secas hasta que € nivel de humedad disminuye a un valor predeterminado por la
naturalezay los estrobilos masculinos comienzan a abrir. Las escamas de polen abren 'y liberan el
polen, e cual en pinos es dispersado por e viento (polinizacion anemafila).  Se han utilizado varios
métodos para calcular e tiempo de la dispersién méxima del polen, incluyendo e método de dias-
grados utilizado extensamente en agricultura. Un método bien investigado para determinar e
desarrollo del poleny la época para su recoleccion fue desarrollada por Bramlett y Bridgwater (1989),
el cual describe las etapas del desarrollo de los estrobilos masculinos que puede ser comparadas a
sistema del desarrollo del estrobilo femenino. Las épocas del afio preferibles para la recoleccién del
polen se basan en las etapas del desarrollo de los estrobilos masculinos por medio del sistema de
clasificacion y desarrollo del polen (SCDP) en Tabla 1.



Tabla 1. SCDP-Sistema de Clasificacion y Desarrollo de Polen (Pinus taeda—autor)*

Etapa 1.0

Etapa 2.0

Etapa 3.0

Subetapa 3.3

Subetapa 3.6

Subetapa 3.9

Etapa 4.0

Etapa 5.0

Subetapa 5.2
Subetapa 5.4
Subetapa 5.6

Subetapa 5.8

Etapa 6.0

Se puede distinguir los estrobilos masculinos
en el otofio como yemas individuales por el
brote vegetativo, pero estan encerradas por las
escamas foliaceas.

Los estrobilos individuales emergen de sus
escamas folidceas protectoras, y se alargan
lentamente desde noviembre a febrero.

Las microsporofilas individuales se desarrollan
mientras los estrébilos aumentan en longitud
sobre un periodo extendido. Estrébilos
masculinos de polen emiten un fluido

transparente cuando son apretados entre los Figura 2. Estrobilos masculinos Pinus
dedos. maximinoi en aproximadamente Etapa 3.3 en

Guatemala (Foto cortesia de ElImer Gutiérrez).

Los estrébilos masculinos de polen

exudan un fluido amarillo cuando son apretados entre los dedos. Esta etapa ocurre 7-
10 dias antes de la dispersion del polen.

Los estrébilos masculinos aumentan ain mas en longitud y emiten un fluido
transparente cuando son apretados entre los dedos. Esta etapa ocurre 3-5 dias antes
de la dispersion del polen.

Muy poco (o ningun) fluido puede ser forzado del amento. Las microsporofilas ya
estan dividiéndose. Los estrobilos masculinos pueden ser doblados facilmente y es
posible notar espacios entre las esporofilas. Los estrobilos masculinos son livianos y
al doblarse dan una sensacion de goma. Esta etapa ocurre aproximadamente 1-2
dias antes de la dispersion del polen.

Las microsporofilas comienzan a dispersar el polen. La
dispersion del polen comienza en la base y se desarrolla hacia
la cumbre del estrobilo. El polen dispersado del racimo es
menos del 10 por ciento del total.

Maxima dispersion de polen del racimo de estrébilos
masculinos. La mayoria de los estrobilos individuales dentro
del racimo estan dispersando polen. La dispersion puede ser
dividida en subetapas basado en una estimacién visual del por
ciento del polen dispersado del racimo de estrobilos
masculinos.

Veinte por ciento del polen esta dispersado del : :
racimo de estrobilos. Figura 3. Ladispersion de
Cuarenta por ciento del polen esta dispersado del polen Pinus oocarpa en
racimo de estrobilos. Colombia en

Sesenta por ciento del polen esta dispersado del aproximadamente Etapa 5.6
racimo de estrobilos. (Foto cortesia de Norha

. - Isaza, Smurfit Cartén de
Ochenta por ciento del polen esta dispersado del Colombia).

racimo de estrobilos.

La dispersion de polen esta completa. Todas las microsporofilas han abierto y dispersado su
polen. Los estrobilos masculinos estan de color castafio claro a castafio oscuro y estan secos.

* Excerpto de: Bramlett, D.L., and Bridgwater, F.E. Pollen Development Classification System for Loblolly Pine. Proceedings

from the 20" Southern Forest Tree Improvement Conference. 1989 as cited in NCSU-TIP, 2000.
--Traducido por Michael Tighe, 2004.




Después de haber dispersado de los estrdbilos masculinos por € viento, €l grano de polen se
adhiere ala gota micropilar en € estilo del estrébilo femenino. Esto indica que la
polinizacion ha ocurrido. Cuando €l grano de polen se adhiere a estrébilo femenino y
encuentra condiciones favorables para la germinacion, se germinay comienza el desarrollo de
laescama polinica. Posteriormente, el grano de polen comienza un periodo de desarrollo
lento, hasta que pasa aproximadamente un afio (en la mayoria de las especies) desde que
aparecen los estrobilos.  Luego, € ritmo de desarrollo aumentay la escama polinica
comienza a alargarse rgpidamente. Se logra la fecundacion, y € évulo comienza el proceso
de embriogénesis. La semilla se forma en los conos, completando €l ciclo reproductivo.

Laduracién del ciclo reproductivo en pinos varia de acuerdo ala especie y su ubicacion, y
puede durar desde 9 meses hasta 4 afios. La especie asi&tica Pinus merkusii, por giemplo,
tiene un ciclo reproductivo corto de 9 meses en Indonesia (Dvorak, com. pers., 2004),
mientras la misma especie tiene un ciclo de 12 meses en el noroeste de Tailandia (DFSC,
2000). En € caso contrario, en los rodales naturales de Pinus maximartinezii en México se ha
comprobado que se demoran hasta 4 afios para completar € ciclo (Donahue y Mar-L 6pez,
1995) (Dvorak et al. , 2000). Estas adaptaciones naturales pueden ser debidas a una variedad
de factores, entre ellos. las diferencias climéaticas en la época de mayor crecimiento debido a
la ubicacion geogréfica (P. merkusii es €l Unico pino que se encuentra a sur del ecuador), ala
competencia establecida por la presencia de malezas, incendios, o la predacion de semillas
(animal). Estas diferencias en la duracion del ciclo reproductivo refuerzan la necesidad de
entender la fenologia de la especie antes de empezar |las actividades de mejoramiento genético
forestal.

El ritmo de la recoleccion de polen es muy importante, ya que la coleccion de estrébilos
masculinos inmaduros puede resultar en la reduccion de viabilidad de los granos 'y bajos
rendimientos de semilla (Snyder y Clausen, 1974). Laetapaidea paralarecoleccion de
polen queda entre Etapas 3.6-3.9, cuando € polen esta maduro, pero todavia firmemente
sujetado a los estrébilos masculinos (Bramlett, como citado en NCSU TIP, 2000). El polen
se comienza a dispersarse desde las escamas seminiferas hacia la base de los estrébilos mas
avanzados, mientras la mayoria del polen se mantiene todavia en los estrobilos normales del
huerto (Brees, et al., 1981). Sin embargo, cuando se llega a esta etapa puede ser demasiado
tarde para lograr maximos rendimientos de polen, y la recoleccidon tempranera puede ser
adelantada artificialmente utilizando las técnicas disponibles en Dorman (1976) o en Snyder
(1957). Lostiempos adecuados para la recoleccion de polen en rodales naturales varian por
especie, elevacion, clima, y geografia. A medida que €l rodal se encuentra mas cercano a
ecuador, las épocas de recoleccion son mucho més irregulares y hasta pueden presentarse todo
el afo (Mirov, 1967). Tabla 2 muestra ejemplos de las fechas distintas de recoleccién en
rodales naturales de pino en varios paises.



Tabla 2. Epocas de recolecciéon de polen en rodales naturales.

Especie Pais Meses Aproximadas de la
Recoleccién de Polen**

Pinus tecunumanii Guatemala febrero-abril

Pinus taeda Estados Unidos (Zona Surefia)  abril-junio

Pinus greggii Meéxico abril-mayo

Pinus oocarpa Guatemala noviembre-diciembre

Pinus maximinoi Guatemala febrero-abril

Pinus oocarpa México (zona surefia) noviembre-enero

Pinus patula Meéxico enero-abil

**_as fechas de la recoleccion de polen fueron obtenidas por medio de documentacion y contacto directo con miembros de
CAMCORE en los respectivos paises.

Los pinos tropicales y subtropicales muestran variacion significativa en relacion con la época
de dispersion de polen en rodales naturales, como seveenlaTabla2. Abgo, laTabla3
muestra los distintos meses de recoleccion de polen para una sola especie, Pinus caribaea var.
hondurensis (PCH) plantada por fuera de su region natural de ocurrencia. Esta especie es
autéctona de la zona de Centroamérica y Quintana Roo, México, y muestra patrones de
desarrollo muy distintos cuando es sembrada como exética en otrasregiones.  Se encontro
gue € desarrollo del polen de PCH tiene pobre sincronizacién con la presencia de flores
cuando plantado es en los llanos calidos de la zona oriental de Venezuela, pero mejor
sincronizado (producia mas semilla con polinizacién abierta) cuando es plantado en altas
elevaciones 0 en zonas mas alejadas del Ecuador (Dvorak, et al., 2000). Se encontraron
problemas similares con la produccién de semilla cuando PCH fue plantado en Monte
Dourado, Pard, Brasil (Brune, 1990).

Tabla 3. Fechas de recoleccidn de polen de Pinus caribaea var.
hondurensis cuando es plantado como exdtico en distintos paises.

Pais M eses Aproximados de la Recoleccion
de Polen**

Brasl mayo-julio

Venezuela noviembre-enero

Sudafrica febrero-abril

Argentina mayo-junio

Belize noviembre-diciembre

**_as fechas de la recoleccion de polen fueron obtenidas por medio de documentacion y contacto directo
con miembros de CAMCORE en los respectivos paises.

La humedad del polen varia entre los estrobilos masculinos debido a su exposicion y
maduracion. Bramlett (como citado en NCSU-TIP, 2000) sugiere que “Recolecciones de
polen no deben incluir los racimos que estan en las primeras etapas del desarrollo aunque
unos de los racimos del mismo arbol se estan dispersando.” En un estudio no publicado en
Guatemala por € autor, la humedad de los estrobilos masculinos fue analizada y relacionada a
latasa de germinacion in vitro del polen de Pinus tecunumanii. Enrodales naturales, la
recoleccion de polen se lleva a cabo através de la escalada de &rboles seleccionados y la
cosecha de los estrébilos masculinos de la copainferior.  En este caso, el escalador cosechd



todos los estréhilos cerca del fuste y los puso directamente en la bolsa de coleccién, mientras
gue los que estaban més cerca de los extremos de las ramas fueron cosechados con una
podadora de mango largo (pole pruner) y procesados abajo manualmente. Debido ala
germinacion variable del polen cosechado en afios anteriores, € polen fue dividido en bolsas
separadas e identificado por su método de recoleccién para el andlisis.  El polen recolectado
en la copa (cerca del fuste) fue inspeccionado y se encontré obviamente en una etapa méas
desarrollada de maduracion (SCDP, Tabla 1.) que la mayoria del polen recolectado en las
puntas para procesamiento abajo. Para evaluar la diferencia entre las dos etapas de polen, se
realizaron dos estudios peguefios basados en el polen de estos arboles.

Contenido de Humedad Promedio (%) del El primer estudio se dedico ala

Polen, por Etapa de Desarollo SCDP evaluacion de la diferencia entre el
contenido de humedad de los estrébilos
a  Ewpase masculinos en las dos etapa s (Etapas

250

200 7Y 3.6ydenTablal). Por estarazon, los
- 4 R o Fod estrobilos fueron cosechados
° A o _ asignandoles el nimero de su etapa de
— e T m—— Promedio .
100 pera Etapa desarrollo, y puestos en bolsas plésticas
© ° m— = Promedio bien selladas. El polen cosechado en
7B Jacopa (cerca del fuste) fue cas
. . . . siempre de Etapa 4, méas maduro que el
No. de arbol polen de lapuntade lasramas. La

Figura 2 muestra el contenido de
Figura4. Contenido de humedad promedio encontrado en los humedad promedio de las muestras en
o e o (g0, 4 5°9n ! ambas etapas. Estos datos fueron

recolectados para ayudar en €l
asesoramiento de la conexion entre el contenido de humedad (%CH) y la germinacion,

cuando se compararon con los datos de germinacion del polen P. tecunumanii recolectado en

las mismas etapas SCDP. Estainformacion servira consecuentemente para enfocar las

actividades de recoleccion.  El polen de etapa 3.6 (recolectado de las p untas de las ramas con
la podadora de mango largo) fue mucho més himedo que el polen de Etapa 4 recolectado en
la copa ddl arbol cercadel fuste.

3- COSGCha del POIen- Comparacién del Contenido de Humedad (%) y la

El segundo experimento se concentro en una O ecunumanti an San Jerénimo, Guaremala
comparacion entre la humedad del poleny su o

germinacion para usos operacionaes en 60

programas de mejoramiento genético forestal. 50

Por lo cual, el polen fue tratado de igual 40

forma, y se someti6 al aire ambiental %
solamente lo suficiente parainducir la - 1
abertura de los estrobilos para liberar su polen .

(48 horaS). Luego, el p0|en fue e[nbote”ado Germinacién Contenido de Humedad
individualmente y evaluado por su contenido

de humedad individual y promedio, tanto Figura 5. Comparacion de la germinacién y contenido

de humedad para polen cosechado en Etapas 3.6y 4
como identificado en Bramlett y Bridgwater (1989)



como su porcentaje de germinacion in vitro. Figura 5 muestra los promedios de estos
cadculos. El polen de la Etapa 3.6 (recolectado de las puntas de las ramas con una podadora)
retuvo mayor humedad que €l polen de Etapa 4 recolectado cerca del fuste, alin después de
haber sido expuesto de forma iguala la humedad ambiental en el proceso del secado al aire
libre. Sin embargo, las muestras himedas de la Etapa 3.6 tenian esencialmente € mismo
porcentgje de germinacion que e polen mas seco y maduro de laEtapa4. Entonces, los
resultados de este estudio sugieren que las veces que sea necesario recolectar polen a gran
escala, parece ser aceptable cosechar todos los estrobilos posibles de ambas zonas del arbol, y
mezclarlos para el secado. Esto resulta en una mezcla aceptablemente homogénea, y permite
al escalador cosechar una cantidad de polen suficiente para un programa de mejoramiento
escalando € arbol de una sola vez (mayor eficiencia).

El polen para mezclas en bulto debe ser recolectado de (como minimo) 20 arboles para
mantener la mayor proporcion de lavariacion genética.  Este nimero es procedente de
estudios de investigacion sobre la variacion alélica en estudios de semilla (Dvorak, et al.,
1999) y se considera suficiente para analizar todos los aelos que ocurren en frecuencias de
5% o mas dentro de poblaciones grandes y pequefias.  Se debe recolectar € polen de arboles
esparcidos naturalmente por € sitio para capturar las diferencias genéticas y representar las
diferencias climaticas entre micrositios que puedan influir la calidad del polen.

L os estrébilos masculinos deben ser recolectados en racimos, y puestos en bolsas construidas
de un material permeable que permitala saliday extraccion natural de la humedad (como una
bolsa de papel Kraft). Se deben poner los racimos en la bolsa con no més de 2.5 cm de
estrébilos de espesor paramejorar el secado y disminuir la probabilidad de pudricion debido a
la presencia de hongos (NCSU-TIP, 2000). Esimperativo que cada bolsa esté bien rotulada,
con unaidentificacion Unica, y que ésta informacion esté guardada en los archivos. De esta
manera, los arboles que producen polen consistentemente bueno o de baja calidad pueden ser
cosechados de manera preferencial en los afios posteriores. Esto también provee informacion
adicional para programas de mejoramiento genético sofisticados que se pueden beneficiar del
conocimiento estricto de la genealogia, tal como el mangjo de consanguinacion o
autofecundacion (Griffin, 1990). Estas etiquetas ™
Unicas de identificacion deben seguir €l material hasta ?
e fin de la produccién de semillas y cruzamiento para
asegurar lainformacion de lingje y la historia genética
adecuada. Laatencion alosdetallesy la
representacion suficiente de la poblacion son las
claves en lainvestigacion genética forestal.

4. Extraccion y Secado del Polen.
En zonas remotas de dificil acceso, la extraccion de
polen de los estrébilos masculinos se puede lograr de
varias maneras.  Un método econdmico comienza
con las bolsas Kraft (Kraft paper bags) cargadas de _ ) o 3

. £l P Figura 6. Un método rastico para la extraccion
racimos de estrobilos de no més de 2.5 cm de espesor de polen utilizando bolsas de papel Kraft, aire
como se menciond previamente en la Seccion 2 calido y ventilacion suficiente.




(véase Figura6.). Se deben cerrar bien las juntas 0 uniones de las bolsas Kraft con cinta
adhesiva para evitar €l escape de polen mientras los estrobilos liberan su polen.
Posteriormente, se cuelgan las bolsas en un salén caido (32-38°C) con la humedad relativa
baja (menor del 40%) y con un ventilador eléctrico (standard oscillating fan) para propiciar €
movimiento del aire (NCSU-TIP, 2000) (Beers, €t al., 1981) (Sprague y Snyder, 1981).
Dependiendo de las condiciones ambientales, las escamas seminiferas se deberian abrir y
comenzar aliberar € polen después de 2 dias. En este
momento, el contenido de las bolsas debe ser
descargado en € colador de suelo—conocido
técnicamente como “tamiz de suelo” (soil sieve)--
cuidadosamente; cortando la esquina de la bolsa Kraft
y vertiéndola sobre €l colador. Luego se vierte €l
contenido sobre un colador No. 35 (.0197” malla) para
separar € polen de losrestos del estrobilo.  Se pueden
agitar los estrébilos suavemente con un pincel blando
hecho de fibras naturales (natural hair brushes), para
alcanzar rendimientos altos (Figura 7.). Después, €
Figura 7. Un método simple paralalimpieza pOIen pl’e\/iamente paSﬂdO DOI’ el colador No. 35 debe
de polen. Después de la extraccion primaria, ser pasado por e mésfino No.60 (_0098” ma"a) y

se pasa el polen por tejidos sucesivamente

maés finos para sacar restos y larva de luego € colador No. 120 (.0049” malla) colador

insectos. (Lafoto muestra polen Pinus (Gutiérrez, 2004, com. personal) Estas etapas extraen
tecunumanii en Guatemala.) - e o

aln méas de los restos y escombros del estrobilo, pero
también sacan la mayoria de las larvas de la peligrosa mosca de sierra (“sawfly”, Neodiprion,
Spp.) y otrosinsectos. Estas etapas son importantes tanto para mantener la viabilidad como
para evitar la distribucion de plagas dafiinas. El polen debe ser ailmacenado en un contenedor
temporaneo y hermético después de lalimpieza. Los proveedores y 10s costos aproximados
pararedizar estas actividades de extraccion se encuentran en este manual en e Apéndice 1.

Sistemas adicionales para la extraccion de polen también son efectivos, aungue pueden
requerir de infraestructura e inversion adicional. Varios mecanismos como bolsas de
aidamiento (se pueden usar “sausage casings’), camaras secadoras, etc. estan descritos en
Sprague y Snyder (1981) y NCSU-TIP (2000). Estos sistemas pueden ser méas aptos para
programas sofisticados y resultan en un producto mas limpio y seco con menor inversion en la
mano de obra requerida.

Cuando €l polen ha sido separado de todos los desechos externos, € contenido de humedad
debe ser calculado antes de su almacenamiento. Esta es una etapa muy importante, la cual
determina s el polen requiere secado adicional o no. El mantenimiento de niveles de
humedad bajos es clave para el almacenamiento exitoso del polen (Jett y Frampton, 1990).
Existen métodos sofisticados y baratos de evaluacion del contenido de humedad, pero un
método simple requiere sdlo una bandeja de aluminio para pesar (resistente al calor), una
balanza estandar Mettler® (que lea hasta 4 lugares decimales) y un horno secador de
laboratorio (convection oven).

Primero, el horno secador debe ser prendido a una temperatura de 100°C (usando un
termometro de laboratorio—laboratory thermometer). Segundo, la bandeja de pesar



(aluminum weigh boats) se pesa en la balanza Mettler y setara su peso. Se debe apuntar €l
peso, luego cargar la bandegja de pesar con aproximadamente 0.5-1 gramos de polen,
esparcido uniformemente, y anotar el peso total. Esto medira el peso total “verde” (el polen
natural més el peso de la bandgja de pesar). Después, la bandeja de pesar con €l polen debe
ser introducida en el horno secador por una hora (como minimo). Eso extraeratodala
humedad de lamuestra. Labandgja junto con el polen debe ser pesada inmediatamente
después de sacarla del horno para asegurar que la muestra no absorba humedad ambiental.
Este peso representa €l peso total “seco”. Luego, se utilizan estos nimeros en la formula
siguiente:

% Contenido de humedad = (peso de polen ‘verde') — (peso de polen seco) X 100
peso de polen seco

Para almacenar, Moody (1988) comentd que en general para evitar € deterioro significativo
del polen almacenado (también citado en NCSU-TIP, 2000), € polen de pino debe tener
menos del 10-15% de contenido de humedad (%CH). Otras recomendaciones varian entre 7-
20%CH, dependiendo de la especie y la duracion de almacenamiento deseada (Snyder, 1957)
(Jett y Frampton, 1990) (Bonnet-Masimbert y Webber, 1995) (Hoekstra, 1992) (Lanteri et al.,
1993) (Siregar y Sweet, 2000). Hoekstra (1992) explica que no se puede detectar la
respiracion fisiologica del polen con contenidos de humedad menor del 20%CH. También
explica que en polen con un CH entre 10-15% no existe agua libre (disponible) para
trangporte intracelular. Si € polen es activo fisioldgicamente bajo cualquier método de
almacenamiento, la viabilidad disminuye rapidamente y las préacticas de amacenamiento se
vuelveninttiles. El control del contenido de humedad es esencia para el almacenamiento
exitoso del polen. En lagran mayoria de los polenes de pinos, 6-8%CH es recomendado para
almacenamiento bajo refrigeracion, pero € polen almacenado entre 3-5%CH parece mantener
su viabilidad mejor cuando es congelado o almacenado criogénicamente (vea Seccion 5). Un
contenido de humedad inferior a 16% también asegura que las larvas de Neodiprion, spp., en
el caso de estar presentes, serén eliminadas (Sprague y Snyder, 1981).

Por medio de experiencias en CAMCORE, aprendimos que s e contenido de humedad en
polen de pinos tropicales o subtropicales es mayor o igual al 10%CH, el polen debe ser secado
antes del almacenamiento. Muchas instituciones dedicadas al mejoramiento genético han
logrado bajar el contenido de humedad en el polen de especies de pino por medio de un
secado sobre silicagel (Sprague 'y Snyder, 1981) o liofilizacion con un “freeze dryer” (Ching
y Ching, 1964) (Layney Hagedorn, 1963), pero el polen debe ser monitoreado
cuidadosamente para evitar su sobresecado. Lahumedad del polen puede ser reducida
también de manera similar ala de la Seccion 4—Extraccion y Secado del Polen. El polen
debe ser vertido en bolsas de papel Kraft con las juntas selladas y puestas en un horno secador
con una temperatura muy bagja (29°-30°C). Un horno secador de aire forzado (forced-air
oven) funcionamejor (Figura8.), forzando el aire calido por encima de las bolsas de papel
para absorber y extraer la humedad entre las fibras del papel Kraft. Jett y Frampton (1990)
encontraron gue € régimen de humedad en el polen es muy semegjante a régimen en muestras
de madera, y sus necesidades para el secado son similares. Generalmente, para secar polen
de pino desde 14%CH a 5%CH de esta manera demora aproximadamente 6 horas (Tighe,
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datos no publicados). El polen se debe
monitorear durante el secado, y €l contenido de
humedad se debe medir antes de remover las
muestras del horno.

Cuando €l polen alcanza el %CH deseado para
amacenamiento, se descarga el contenido de las
bolsas de papel en los contenedores de
amacenamiento permanentes. Estos
contenedores deben ser herméticosy sus orillas

. . bien selladas con Parafilm™ u otro sellador
Figura 8. Un horno secador de aire forzado de .. . .,
marca Precision® aceptable para el secado de polen smilar para evitar la absorcion de humedad
en 29-30° C. durante el amacenamiento.

5. Almacenamiento del Polen.

La sincronizacion de la dispersion del poleny el periodo de receptividad floral, junto con las
necesidades para hibridizacion entre especies, y € deseo de reintentar polinizaciones no
exitosos son algunos de los factores que determinan la necesidad para €l almacenamiento del
polen. Estos factores también demuestran las distintas necesidades en |os programas de
mejoramiento genético forestal, desde el almacenamiento de corto plazo a mediano y largo
plazo. El polen puede ser reservado por unos cuantos meses, 0 guardado por afios
dependiendo de las metas del programa de mejoramiento.

5.1. Seleccion de frascos para el Almacenamiento.
Cuando €l polen ha sido secado hasta el contenido de humedad deseado, €l polen debe ser
colocado en un frasco hermético para su amacenamiento. La seleccidn del frasco depende
del método de polinizacion controlada a ser utilizado. Se puede lograr la polinizacion
utilizando bolsas de aidamiento (natural or microfiber bags) y pinceles de pelo de camello,
jeringas, (Moody y Jett, 1990) (Bramlett y O’ Gwynn, 1981), u otros polinizadores distintos
desarrollados por programas forestales de investigacion.  Se puede encontrar una buena
descripcién de varios métodos en Bramlett y O’ Gwynn (1981). Un gemplo de esto es €
polinizador de ciclon (“cyclone pollinator”, Figura 9)
desarrollado por el USDA Laboratorio del Servicio
Forestal juntos con Weyerhaeuser, y provee un
método eficiente de polinizacion. Cada vez que €
bulbo de goma es apretado, €l aire generado expele
aproximadamente 1cc de polen en labolsa de
aisamiento en una nube grande, con un movimiento
giratorio que mejorala distribucién del polen. El
depdsito del polen pléstico del polinizador permite

gue €l usuario lo cargue con aproximadamente 10cc Figura 9. Polinizador de ciclon armado
i i ni en CAMCORE, basado en los disefios

de p(_)len por vez. Entonces, s quiere polinizar con Gela Cooperativa NCSUTIP y

este instrumento, frascos de 10cc (10cc screw top MeadWestvaco.

vials) seran eficientes para el almacenamiento del
polen, permitiendo €l usuario cargar €l depdsito del polinizador y polinizar aproximadamente
10 bolsas de aidamiento con exposicion minima al aire y humedad ambiental.  Similarmente,
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la capacidad del polinizador debe ser determinada antes de la seleccion de los frascos para
todos los instrumentos, para asegurar que solo la cantidad justa de polen sera sacada del
almacenamiento diariamente. El polen utilizado para polinizacion en masa (en cantidad)
puede ser ailmacenado en volumenes mas grandes, tales como los frascos de polen de 175cc
(marca Nalgene®) que se muestran en laFigura 10. Cada vez que €l polen se expone a
temperaturas mas altas y a ambientes hiimedos disminuira la viabilidad del polen y anulara los
efectos del almacenamiento del polen. El contenido de humedad y latemperatura son los dos
factores que mas influyen en lalongevidad del polen en su ailmacenamiento (Wang, et al.,
1993).

5.2. Duracién del Almacenamiento Deseado.
Las distintas metas y necesidades de varios programas forestales requieren distintos periodos
de almacenamiento del polen paralograr susfines. Generamente, a medida que se extiende
el periodo de amacenamiento deseado, la
| temperatura utilizada para su
~ amacenamiento disminuye (Siregar y
Sweet, 2000). Las especies plantadas en
las zonas tropicales, subtropicales, y
" templadas pueden exhibir diferencias en

- sumaxima dispersion de polen con
.. respecto ay su maxima receptividad
floral, obligando al profesional forestal a
amacenar el polen hasta que los
estrobilos femeninos alcancen su periodo

Figura 10. Frascos de 175cc de polen tropical, subtropical, de receptividad maxima. Normalmente,

y templada en almacenamiento, CAMCORE. esto requiere almacenamiento a corto

plazo de s6lo unos meses (hasta 6 meses).

Otros programas pueden tener produccion precoz de polen'y de estrébilos femeninos, o
simplemente desarrollan un polimix de pdélenes que desean replicar €l proximo afio. También
incluidos agui son los programas que pierden la época de polinizacion y deben esperar hasta
el préximo periodo. Estos constituyen amacenamiento a mediano plazo (6-18 meses). La
ultima situacion incluye el amacenamiento de polen vivo en estado de latencia por afios, y se
usa frecuentemente con esfuerzos de conservacion o bancos genéticos de polen para
proteccion permanente. Esto es almacenamiento de largo plazo (18 meses-perpetuidad). Los
tres métodos son evaluados en detalle abajo, respaldados con datos preliminares de ensayos
de germinacion realizados por el autor.

5.2.1. Almacenamiento a Corto Plazo.

El polen en estado de latencia puede ser amacenado en €l corto plazo por varios métodos
(Layne y Hagedorn, 1963). Con el polen de pino, la manera més efectiva para realizar su
almacenamiento a corto plazo es bagjo refrigeracion a4°C. Esto resulta en un amacenamiento
efectivo hasta aproximadamente un afio, pero luego tiende a disminuir répidamente.  Siregar
y Sweet (2000) reportan, “ No existe una ventaja en amacenar polen secado a 10%CH a-20°
C (congelamiento—autor) s solo se requiere un afio de almacenamiento.” Este es e mejor
método para intervalos cortos entre la disponibilidad de polen y la receptividad de estrébilos
femeninos, o para cruces realizados en zonas al€jadas de la zona de recoleccién de polen.
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5.2.2. Almacenamiento a M ediano Plazo.

El aimacenamiento a mediano plazo puede ser logrado exitosamente por medio de
congelacion a-20°C (Duffield y Callaham, 1959) o secado al vacio / congelacion (disminuir
el %CH bgjo vacio, luego aimacenar a-20°C) con un “vacuum dryer”. Aunque los
experimentos del autor muestran resultados pobres para las muestras expuestas al secado bajo
vacio, ésta practica se usa operacionalmente con varias especies de manera exitosa (NCSU-
TIP, 2000). Se evitael congelamiento y el deshielo del polen por medio del uso de frascos
pequefios. Ciclos repetidos de congelamiento / deshielo pueden dafiar la viabilidad del polen
de pino (Matthewsy Kraus, 1981). Este esd método preferible a aplicar s se pierde la
época de polinizacion, como una reserva simple de polen s factores ambientales o errores
humanos causaron pobres resultados en la polinizacion € afio anterior.

5.2.3. Almacenamiento a L argo Plazo.

Paralograr dmacenamiento alargo plazo con viabilidad aceptable, € polen puede ser
congelado o secado al vacio / congelamiento alos -20°C de la misma manera que
almacenamiento a mediano plazo. Esto ha sido probado como un método confiable para el
almacenamiento alargo plazo en muchas especies, y esta disponible para la mayoria de los
profesionales forestales (Hanna, 1994) (Duffield y Callaham, 1959) (NCSU-TIP, 2000)
(Towill y Walters, 2000) (Jensen, 1964).

Otra manera efectivay muy utilizada en la
agricultura es la preservacion criogénica.  El
polen de muchas especies ha sido almacenado
exitosamente por criopreservacion y unalista de
estas especies esta disponible en Hanna'y Towiill
(1995). Criopreservacion puede ser redlizada
por medio de Ultrafreezers o refrigeradores
criogénicos (cryogenic refrigerators). Los
Ultrafreezers generalmente almacenan €l polen
alos-80°C, mientras los refrigeradores
criogénicos usan inmersion bajo nitrogeno
liquido parallegar alos-196°C. Ambos
métodos son efectivos, uno de los métodos
requiere electricidad para mantener la

Figura 11. Frascos criogénicos de marca

temperatura baja (cortes de electricidad podrian Nunc® (Izq.), y una heladera criogénica (Der.)

para almacenamiento en nitrégeno liquido.

causar danos), y € otro requiere monitoreo
constante para asegurar que €l polen se mantiene en inmersion.  El autor hizo un estudio
utilizando un refrigerador criogénico (Figura 11), € cual dio buenos resultados después de 6
meses alos -196°C (Tighe, datos no publicados 2004). Se evaluaron también los métodos de
congelacion y deshielo, y resultaron mejor las préacticas de congelacion lentay deshielo lento
como se sugiere en Matthewsy Kraus (1981). Estos resultados con especies de pinos
tropicales, subtropicalesy templados son consistentes con resultados de criopreservacion de
polen de pino obtenido con Pinus ponderosa en el Laboratorio Nacional de Semillas
Forestales (Nat. Tree Seed Lab.) en Colorado, EEUU (Connor y Towill, 1993).

Este méodo es adecuado para polen comprado o recolectado de gran valor, o polen deseado para
actividades alargo plazo o de conservacion permanente.
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6. Recomendaciones.

El polen en estado de latencia de pinos tropicales y subtropicales procedentes de rodales
naturales puede ser amacenado exitosamente por periodos extendidos bajo un mangjo
responsable del polen. Por lo general, e conocimiento del comportamiento tipico del polen
de especies de pino parece ser aceptable para estas especies también.  Sin embargo, se puede
hacer unas recomendaciones para ayudar al profesional forestal en el manegjo del polen:

1. Aunque de naturalezarustica, el polen del pino responde de manera desfavorable a
cambios bruscos de temperatura o humedad. Los mejores resultados parecen lograrse
con cambios lentos en el ambiente del polen.

2. Unavez que se sague €l polen de su almacenamiento y éste vuelve a latemperaturay
humedad del ambiente, no se recomienda su re-almacenamiento. El deshielo y €
congelamiento repetitivos deben ser evitados porgue disminuyen la viabilidad del
polen (NCSU-TIP, 2000). Esimportante sacar del almacenamiento solamente el
polen que se vaya a usar durante €l dia, y mantenerlo fresco en una nevera bajo
sombra durante el dia laboral.

3. Los protocolos adecuados para evaluar la viabilidad de polen por medio del andlisis de
germinacion de grano se encuentran en Moody (1990). Existen distintas opiniones
con respecto al limite minimo de la germinacion del polen para considerarlo viable,
pero el 30% parece ser del rango minimo. Debido a ciclo reproductivo largo (~24
meses) de los pinos, el polen con un porcentaje de germinacion por debgjo de este
valor deberia ser evaluado cuidadosamente, y utilizado sdlo si no hay otra fuente
disponible para asegurar una polinizacion exitosa. Callaham (1966) afirma que el
polen con germinacién tan baja como a 10% puede ser utilizado para obtener buenos
resultados de semillas viables, pero puede ser que €l polen en estas condiciones no
representara la misma composicion genética del lote original (Towill, 1985).

Muchos matices del manejo de polen para pinos tropicales y subtropicales todavia estan por
ser determinados, pero la creciente importancia de estas especies en la silvicultura de
plantaciones al nivel mundial estimulainvestigacion adicional. Este manual pretende proveer
un resumen de précticas aceptables, experiencias personales, y citas literarias para ayudar a
profesional forestal en el manejo y recoleccién del polen procedente de rodales naturales.

Se puede obtener mas informacion contactando al autor:

Michael E. Tighe, Research Forester
CAMCORE

NCSU Box 7626

Grinneglls Labs, Rm. 1106

Raleigh, NC, USA 27695-7626

Tel: (919)-513-2264

Fax: (919)-821-0611

Email: metighe@unity.ncsu.edu
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Apéndice 1. Proveedores y Equipo Basico Usado en el Mejoramiento Genético

Forestal

Abagjo se encuentra una lista de instrumentos y equipo bésico pararedizar actividades de

mejoramiento forestal tales como las mencionadas en el texto. Estalista pretende dar

solamente una idea de las herramientas necesitadas, unos proveedores, y el costo actual
publicado en julio del 2004 paralos instrumentos parala ventaen los EEUU. No incluye
flete, y unas herramientas no se encuentran para venta internacional de estos proveedores. La
listasirve paradarle unaidea del producto a profesional forestal, con su respectivo sitio web
y nimero de catalogo para encontrar imagenes de las herramientas mencionadas y entonces
identificar el proveedor adecuado segln los recursos y la ubicacion del programa forestal.

Articulo Proveedor Informacién de Unida | Namero de Costo
contacto des Catdlogo Aprox.
(US$)
Pine Life Carolina 2700 York Rd. 1 set 39-8924 $109.95
Cycle Chart Biological Burlington, NC (with
(from Non- Supply 27215-3398. URL: other
flowering Company www.carolina.com charts
plants CD) incl.)
Soil Sieve set | Fisher Scientific | www.fishersci.com 3szes | 04-881Q $57.22
(#35, 04-881U $61.42
#60, 04-881Y $58.80
#120)
Cyclone CAMCORE, CAMCORE, Tdi: Each | - $30
pollinators USFS, or (919)-515-6424,
MeadWestvaco | Email:
info@camcore.org
Sausage Devro Teepak | Teepak Pack | F263360000 | $464.94
casings ATTN: Janie Hackett | of 20000
(permeable 915 N. Michigan Ave. | 1000
fibrous Danville, IL 61832
casings)-3.75" 1-800-637-8121
x 15" www.teepak.com
Kraft paper ReStocklt.com | www.restockit.com 1 case #80076 $39.57
bags 12" x 7" of 500
x 17
Snap-cut Pole | Forestry www.forestry- Each 81090 $75.00
pruner Suppliers, Inc. suppliers.com
Precison© Fisher Scientific | www.fishersci.com Each 13-254-27 | $1,702.07
brand forced-
air oven—4.5
ft* capacity
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Articulo Proveedor Informacién de Unida | NUumerode Costo
contacto des Catalogo Aprox.
(USY)
| sotemp® Fisher Scientific | www.fishersci.com Each 13-247- $1,240.70
Laboratory 625G
Convection
oven
Standard Local suppliers | Local suppliers Each $20.00
oscillating fan
Small, Fisher Scientific | www.fishersci.com Pack 03-670 $23.20
natural-hair of 12
paintbrushes
Nagene® Fisher Scientific | www.fishersci.com 1 03-311-2B $127.70
175ml plastic case—
flasks (for 72
pollen) bottles
Aluminum Fisher Scientific | www.fishersci.com Pack 08-732 $18.90
weigh boats of 144
Parafilm® Fisher Scientific | www.fishersci.com Each 13-374-16 $20.25
wax sealing
tape
10cc glass Fisher Scientific | www.fishersci.com Pack 03-339-21E $43.90
screw-top of 144
vials
Cryogenic VWR WWW.VWI.COM Each 55709-982 | $945.00
refrigerator International
Nunc® brand | VWR WWW.VWI.cCom 1 box 66021-985 $310.00
Cryo vials International of 500
-80°C, 85L VWR WWW.VWI.COm Each 14230-142 | $7,366.66
Ultrafreezer Internationa
BenchTop 6K Virtis WWW.Virtis.com Each #405072 $7,000.00
Freeze Dryer,
ES® vacuum
dryer
Conventiona (- | Local suppliers Local Suppliers Each $200.00
20°C) freezer,
compact 5 ft®
Conventional Local Suppliers Local Suppliers Each $150.00
refrigerator
(4°C), compact
4.4ft°
Laboratory VWR WWW.VWI.Com Each 61013-040 $8.40
thermometer, (- | Internationa
20-150°C)
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